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ABSTRACT 
 
  For the hybrid seed corn industry, corn breeding and research in the public sector 
ideally would serve the role of identifying novel genes, alleles, and breeding procedures that 
have promising commercial applications. However, despite increasing research on public 
germplasm improvement, the role is stymied due to limited access to commercial quality lines 
and hybrids. Utilization of lines recently released from Plant Variety Protection (PVP) may be a 
solution. To this end, a selected set of inbred lines representative of North American 
proprietary germplasm accessed following expiration of their U.S. PVP certificates were 
thoroughly characterized for agronomically relevant vegetative and reproductive traits. The 
twelve inbreds used in this study span a broad range of genetic diversity found within 
contemporary proprietary germplasm that we believe forms a representative subset. These 
inbreds contain assemblies of key alleles produced from multiple cycles of selection in the U.S. 
This selection was primarily focused on agronomically important traits such as grain yield, 
maturity, uniformity of plant architecture to accommodate mechanized farming, increased ear 
size, increased nitrogen use efficiency, disease resistance, stalk and root strength, as well as 
generally improved performance under a range of biotic and abiotic stresses.  
Ten proprietary and two public inbreds were evaluated with a generation means design 
emanating from the diallel cross of the 12 parents. Parental inbreds, F1 hybrids, and segregating 
F1 derived F2 populations were phenotyped for an extensive number of leaf, tassel, and ear 
traits, including yield (Chapter 1). Parents and hybrids were also evaluated for root system 
architecture and complexity (Chapter 2), as well as susceptibility to naturally occurring common 
rust, grey leaf spot, and northern corn leaf blight leaf diseases (Chapter 3). The Eberhart and 
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Gardner (1966) general model was employed for the analysis of traits in the first three 
chapters. 
Chapter 1 of this thesis explains the rationale and selection criteria for the inbreds 
selected for study and development into a new public resource. The inbreds chosen to be 
founders of an elite mapping population are shown to be genetically and phenotypically 
diverse, important for construction of association mapping populations and the applicability of 
the population to the investigation of a wide range of traits. Analysis of genetic effects for the 
above ground traits is presented, along with a comparison of the F1 hybrids to current 
commercial hybrid checks. Significant heterosis was observed for nearly every trait, and 
heterotic effects were frequently significant, but additive effects were responsible for most of 
the variation in height, flowering time, leaf width, tassel, and yield components. There was 
substantial genetic variation for the primary yield components, kernels per row, row number, 
and kernel weight, which will be of prime interest in future work with populations derived from 
this germplasm. 
  Evaluation of mature post‐embryonic maize root systems is rare, yet they are 
responsible for water and nutrient acquisition, which are key factors in the health and 
performance of a plant. The study presented in Chapter 2 describes the use of a high through‐
put image analysis based phenotyping method to collect measurements on stem diameter and 
root angle, which model root structure, and estimate fractal dimensions, which estimate the 
amount of branching in a root sample. Using generation means analysis, significant additive 
effects were identified for the two root architecture and two complexity traits phenotyped. 
Additive heterosis was not significant for any of the traits, but significant specific heterosis was 
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observed for root angle and one of the measures of complexity. The additive effect‐by‐
environment was significant for all traits and explained a large portion of the variation 
compared to the heterotic genetic effects. Nevertheless, significant heterosis was detected for 
root complexity and angle. This study is unique in that it evaluated heterosis for mature post‐
embryonic root systems grown in field conditions.      
  Chapter 3 characterizes the ex‐PVP parents and hybrids for their response to naturally 
occurring common rust, grey leaf spot, and northern corn leaf blight leaf. Pervasive late season 
common rust was observed in a replicated trial, along with apparent variation for severity of 
infection, so the plots were rated for the amount of diseased leaf area. Symptoms of grey leaf 
spot and northern corn leaf blight were also visible, but only certain genotypes appeared to be 
susceptible. Since there did not appear to be much variation for these diseases, when present, 
only qualitative measures were recorded. For common rust, additive effects and additive effect‐
by‐replication interactions were highly significant. The means of the parents and the F1 
generation were not significantly different from each other, indicating a lack of an appreciable 
amount of total heterosis in the population. However, both additive and specific heterosis were 
both highly significant, indicating that although the distribution of hybrid disease levels was 
similar to that of the inbreds, the hybrids deviated from the expectation based on the mid‐
parent value. Interestingly, inbreds with additive effects for lower rust ratings and many hybrids 
with significant specific heterosis for reduced rust tended to be low yielding in the environment 
in which the experiment was grown. Rust severity was not associated with maturity, yield, or 
kernel weight. Hybrid checks had levels of leaf rust comparable to the F1 entries and superior 
performance for yield. Overall, contrary to expectation, post‐flowering rust infection was not a 
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major factor contributing to variation in yield, and the material appeared to exhibit some level 
of tolerance and resistance to the foliar disease strain(s) present that year.   
The results of the first three chapters confirm that substantial dominance and epistatic 
variation, in addition to additive variation, would be present in hybrid association mapping 
populations produced by crossing among recombinant inbred lines (RIL) derived from the 66 F1 
hybrids utilized in the generation means experiment. Experimental materials derived from ex‐
PVP lines will be an important component of corn breeding research on increased productivity. 
In this research, hybrid mapping populations will be invaluable for detection of non‐additive 
QTL and association effects in yield related traits. This should facilitate the identification of 
functional diversity related to productivity and the study of the molecular basis of heterosis in 
maize. 
Chapter 4 compares the metabolic response of seedling roots of a hybrid maize 
genotype subjected to western corn rootworm (WCR) (Diabrotica vergifera vergifera) larvae 
feeding, mechanical wounding, and untreated controls. Large batches of root tips from treated 
seedlings grown in a replicated design within a growth chamber were collected, bulked, and 
processed for metabolite analysis. Shotgun gas‐chromatography mass‐spectrometry (GC‐MS) 
was performed on biological replicates using six different extraction protocols. Analysis of 
variance was performed on relative metabolite abundances for the 95 metabolites in common 
across the treatments to detect significant variation for the effect of technical machine error, 
extraction protocol, and treatment. Significant variation due to technical error was rare, but the 
effect of the protocol on metabolite abundances was significant for a third of the metabolites 
tested. Differences between treatments were tested with three contrasts per metabolite. A full 
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model containing protocol, treatment, and protocol‐by‐treatment interaction parameters, 
along with a reduced model only containing the treatment effect, identified 30 metabolites 
with at least one significant treatment contrast. The metabolites with significant contrasts were 
then classified according to patterns of contrast significance and direction of effect. Many 
metabolites were observed to be more abundant in the WCR‐fed roots compared to 
mechanically wounded roots, but in many cases both of those treatments were not significantly 
different than the control. On the whole, abundances of many of the significant metabolites are 
reduced in mechanically wounded roots and enriched in WCR‐fed roots. A large portion of the 
metabolites with significant differences between WCR and the other treatments are associated 
with cell wall metabolism and defense related signaling pathways. Canonical discriminate 
analysis was able to clearly separate samples from the different treatments using a subset of 
significant metabolites as predictors. Cluster analysis using the significant metabolites isolated 
WCR treated samples from wounded and control samples, but the quality of separation 
appeared to relate to the extraction protocol used. This is the first known public study 
identifying the metabolic response of maize roots to WCR feeding.  
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CHAPTER 1:  GENERATION MEANS ANALYSIS OF ELITE EX‐PVP COMMERCIAL 
MAIZE INBREDS FOR ABOVEGROUND VEGETATIVE AND REPRODUCTIVE TRAITS 
 
1.1 Abstract 
 
A  generation  means  analysis  was  employed  to  characterize  57  vegetative  and 
reproductive  traits  in  a  set of  12  elite parental  lines,  66  F1 hybrid  intercrosses between  the 
parents, and segregating F1‐derived F2 populations. The Eberhart and Gardner  (1966) general 
model was  employed,  permitting  the  estimation  of  additive,  additive  heterosis,  and  specific 
heterosis effects, along with one component of two‐locus epistasis. Hierarchical cluster analysis 
based on pedigree relationships and SNP molecular marker analysis confirmed that the parents 
are  genetically  diverse.  Additive  effects  were  significant  for  every  trait  evaluated,  and 
significant  heterosis was  frequently  observed. Many  lines  exhibited  significant  inter‐gametic 
epistatic effects within a  large subset of the traits measured, but average epistasis across the 
whole  population  was  rarely  significant.  The  number  of  kernels  per  row  had  the  greatest 
correlation  with  yield  traits,  much  larger  than  number  of  kernel  rows  and  kernel  weight, 
indicating  the  importance  of  this  trait  in  this  population.  Differences  between  hybrids  and 
commercial checks were consistent with expectations based on time course studies evaluating 
improvement  in  elite material,  such  as  a  continued  reduction  in  tassel  size  and  number  of 
number of  spikelets and  increased  kernel weight. The  cob weight of  commercial  checks was 
four  grams  less  than  the  hybrid  entries,  possibly  an  indication  of  more  efficient  resource 
partitioning.  
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1.2 Introduction 
 
  In a comprehensive review, Duvick (2005) highlighted gains from maize improvement in 
the 20th century by summarizing "era" studies that compared popular open‐pollinated varieties 
and successful hybrids from multiple decades. Duvick's studies utilized important hybrids 
released by Pioneer Hi‐Bred International Inc. since 1930 (Duvick et al., 2004), though 
experiments cited from other authors sometimes included commercially grown public releases. 
Approximately half of the improvement in grain yield observed during the last seventy years 
was attributed to changes in management practices (i.e. fertilization, planting density, etc.) and 
half to concomitant enhancements in cultivar genetics. Traits that increase the efficiency of 
grain production in improved hybrids include a more vertical leaf angle, reduced tassel size, 
extended grain filling period, increased kernel weight, rapid kernel dry‐down, increased grain 
starch, reduced protein, and possibly, enhanced resource utilization in favorable environments. 
However, much of the improvement in hybrids could be attributed to enhanced resistance or 
tolerance to a range of biotic stresses, including insect feeding and diseases, and abiotic 
stresses related to high plant densities, low fertility, temperature extremes, strong winds, and 
water availability. The importance of improving management, efficiency, and stress tolerance 
simultaneously is highlighted by the observation that changes in root system architecture and 
water acquisition in relation to plant density are good predictors of the historical elite maize 
yield trend (Hammer et al., 2009). Traits in the era studies that were not observed to have 
changed during the process of selection for grain yield included plant and ear height, days to 
anthesis, days to silking in absence of stress, leaf number, leaf area index, harvest index of 
hybrids at their appropriate plant density, relative heterosis for grain yield measured as the 
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difference of the F1 hybrid mean and the midparent value divided by the F1 hybrid mean, and 
the yield potential per plant at very low plant densities in the absence of stress (Duvick, 2005).  
  Within the last several decades, elite inbred and hybrid development shifted 
significantly from the public sector to the private seed industry (Mikel and Dudley, 2006, Nelson 
et al., 2008).  During this transition, private programs devoted substantial resources for 
germplasm improvement, while the role of public programs has greatly diminished. Duvick 
(2005) and Hammer et al. (2009) demonstrated substantial genetic improvement in Pioneer 
hybrids, but it is reasonable to assume that commercial germplasm as a whole has been 
similarly improved. The improvement has undoubtedly been conditioned by changes in allele 
frequencies at loci controlling many important agronomic traits. Thus, experiments with 
unimproved germplasm may produce results that are biased and irrelevant to current elite 
germplasm. The U.S. Plant Variety Protection (PVP) Act of 1970 provided maize breeders with a 
means of protecting their germplasm (7 U.S.C. §§ 2321–2583)1. Recent expiration of PVP 
certificates provides new opportunities for public research using improved germplasm used in 
commercially released hybrids. A set of twelve elite inbreds that were highly influential in the 
development of the modern proprietary germplasm, and thought to span the breadth of 
adapted North American germplasm, were selected as founders for a new public maize 
resource. These inbreds and populations derived from their crosses are expected to contain 
alleles valuable to contemporary hybrids in higher frequencies than in currently available public 
maize genetic resources. Our overall goal was to investigate the extent and nature of the allelic 
diversity in elite maize germplasm at the molecular level and gain insight into how this allelic 
                                                            
1 See Appendix A, section A.1, for additional information on PVP and plant patent protection. 
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diversity relates to the performance of superior hybrids. The specific objectives of this study 
were to characterize the genetic composition of the chosen elite inbreds, evaluate these 
together with their F1 hybrids and F2 populations for a large set of morphological characteristics 
and agronomically important traits, and perform a statistical and quantitative genetic analysis 
to identify significant genetic variation thereof. For this purpose, generation means analysis is 
quite proficient in providing information on additive, dominance, and epistatic effects in 
crosses among a fixed set of specific inbreds (Melchinger et al. 1986). Specifically, the Eberhart 
and Gardner (1966) general model for genetic effects estimation was applied since it has been 
shown to be effective in studies involving genetic characterization of crosses among fixed sets 
of inbreds (Melchinger et al. 1986; Melchinger et al. 1990).
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1.3 Materials and Methods 
 
1.3.1 Plant Materials	
  Mikel and Dudley (2006) compiled a proprietary pedigree database of all maize inbreds 
granted U.S. utility patent or Plant Variety Protection (PVP) between 1980 and 2004. Based on 
this information, Mikel selected a set of 12 maize inbreds representing a cross section of the 
genetic diversity of modern U.S. Corn Belt maize hybrids. This set is composed of ten 
proprietary inbreds recently released from the PVP system and public inbreds B73 and Mo17 
(Table 1.1). The genealogical description found in U.S. PVP certificates and utility patents of 
current registered inbreds provides a means to assess the contributions of the older inbreds to 
modern germplasm, per the methodology of Mikel and Dudley (2006) and Mikel (2008). These 
inbreds are progenitors of contemporary proprietary U.S. germplasm and consist of Stiff Stalk, 
Lancaster, Iodent, Minnesota 13, other broadbased and/or undefined backgrounds (Mikel and 
Dudley, 2006). This information was used to derive the pedigree relationships between inbreds 
necessary to perform an analysis of co‐ancestry using KIN software (Tinker and Mather, 1993). 
The analysis was performed with the following assumptions: progeny inherit genes equally 
from both parents, parents are homozygous, parental ancestors with unknown pedigrees are 
unrelated, and BC5 or greater derived near‐isogenic lines are considered the same as the 
recurrent parent (Mikel, 2008). 
  Seed from all inbreds was acquired from the USDA North Central Regional Plant 
Introduction Station, in Ames, Iowa. Inbreds were grown at the University of Illinois Crop 
Sciences Research and Education Center in the summer of 2006 and crossed using a diallel 
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design without reciprocals to generate seed for 66 F1 hybrid entries. Segregating F2 populations 
were derived by selfing the hybrids in our 2006/2007 winter nursery in Puerto Rico. 
 
1.3.2 Experimental Design 
  The inbreds, F1 hybrids, and F2 populations were blocked separately in the same 
replication to minimize effects from differences in vigor. Entries were randomized within the 
generation blocks, and three replications were grown in each environment. Six commercial 
hybrids were used as checks and randomized with the F1s. The experiment was machine 
planted with 40 kernels per plot, which were later thinned back to 30 plants. The plot size was 
5.334 m long, 0.762 m wide, with 1 m alleys, corresponding to a final plant density of 
approximately 74,000 plants per hectare, a stand level appropriate to hybrids of this vintage. 
The experiment was grown at the University of Illinois Crop Sciences Research and Education 
Center (Champaign, IL) in 2007 and 2008, and the Purdue University Agronomy Center for 
Research and Education (West Lafayette, IN) in 2008. Phenotyping for leaf traits, along with 
plant and ear heights, was performed after plants had reached maturity. Tassels were collected 
during the grain filling period for evaluation in the laboratory. Ears were collected for 
phenotyping in the fall on five representative plants per plot for inbreds and F1s, and eight 
adjacent plants for F2 entries. Single‐replication yield trials using only the F1 hybrids were 
conducted by BASF and Monsanto in multiple environments. Monsanto's yield trials were 
performed in 2007 in Iowa and Nebraska. BASF grew two trials in Illinois, one in 2007 and the 
other in 2008. Genotyping of the 12 ex‐PVP parents using SNPs and statistical analysis of the 
marker data is reported in Johnson (2008).   
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1.3.3 Statistical Analysis	
All statistical analyses were conducted using plot means. Table 1.2 provides an overview 
of the phenotypes evaluated, including abbreviations and trait identification numbers. Trait 
numbers are included in brackets when the traits are discussed for convenience. The overall 
model accounting for genetic effects and the experimental design was: 
Yijklmn= µ + ei + rij + bk∙α + [al∙β + am∙β] + [hl∙γ + hm∙γ + slm∙δ + aalm∙ζ] +ebik + rbijk + Iilm + εijklmn    [1]      
for	each	trait	Y	with	intercept µ and the following effects with indexes for location (i),  
replication (j), block (k), genotypic effects (l,m), and the plot (n):   
ei		=   ith environment, i = 1, 2, 3; 
rij =   jth replication nested in the ith environment, j = 1, 2, 3; 
bk  =   orthogonal linear effects accounting for variation among the generation blocks 
(Parent, F1, F2), k = 1, 2;  
al|am		=   homozygote effect of the lth | mth line (additive effect), l, m = 1, 2, … 12; 
hl|hm =   line heterosis effect of the lth | mth line;  
slm =   specific heterosis effect of the cross of the lth and mth  lines (this	dominance	term	is	
heterosis	only	if	epistasis	is	absent);		
aalm	=   additive‐by‐additive two‐locus inter‐gametic epistasis in the cross of the lth and mth 
lines (specific epistasis, which can be thought of as inter‐locus dominance effect that 
contributes to heterosis);  
ebik =  interaction of the ith environment with the kth generation block;  
rbijk =  interaction of the jth replication nested in the ith environment with the kth generation 
block (Error A);  
Iilm	=  Interaction of the genetic effects al, am, hl, hm, slm,	aalm, with the ith environment;  
εijklmn	=		 residual error (Error B).  
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The design parameters were specified as 
α    for the parent, F1 hybrids, and F2 family generation blocks when k = 1 are ‐1.00, 1.00, 
and 0.00, respectively, accounting for total heterosis, and ‐0.50, ‐0.50, and 1.00 
when k = 2, accounting for average inter‐gametic epistasis;  
β =   1.00 for the Ith parent and	β =  0.50 for the cross between the lth and mth inbreds in 
the F1 hybrids block and F2 families blocks; 
γ =    1.00 for cross between the lth and mth inbreds in the F1 hybrids block and γ = 0.5 for 
the cross between the lth and mth inbreds in the F2 families block, and 0 for the 
parent block; 
δ =  1.00 for the cross between the lth and mth inbreds in the F1 hybrids blocks; δ = 0.50 
for the cross between the lth and mth inbreds in the F2 families block, and 0 for the 
parent block; 
ζ =   1.00 for the cross between the lth and mth inbreds in both the F2 families and F1 
hybrids blocks, and 0 for the parent block. 
 
 Orthogonal contrasts among F1, F2, and parent blocks provide unbiased estimates of 
average heterosis and inter‐gametic additive‐by‐additive epistasis. In the general model, line 
heterosis is equivalent to general combining ability and specific heterosis is equivalent to 
specific combining ability in a diallel design that doesn’t include inbreds. Line heterosis is a 
measure of the additive effect of a line in hybrid combination, while specific heterosis is an 
estimate of the contribution of dominance to heterosis. More information on the assumptions 
and effects associated with the general model, including a more detailed explanation of inter‐
gametic and intra‐gametic epistasis, is provided in Appendix A, section A.2. Statistical analyses 
were conducted with SAS/STAT software, Version 9.2 of the SAS System, using the CORR, 
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MEANS, MIXED, and MULTEST procedures (© 2008 SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). 
Phenotypic information that was unavailable for certain plots was entered as missing data, 
resulting in an unbalanced design. The MIXED procedure to conduct Type III ANOVAs with all 
factors and interactions as fixed effects using a manually generated design  matrix, consistent 
with the parameterization in (1), with the usual ‘sum to zero’ restrictions on the parameters to 
ensure estimability. Contrast statements were used to determine the overall significance of 
genetic effects, and estimate statements provided genetic effect estimates for each line or 
cross, means of the generations, as well as average heterosis and average epistasis. The 
residuals of initial results were inspected for outliers. Suspicious data points were investigated 
for data entry errors, and corrected using original data when possible or removed. Outliers that 
could not be determined to result from technical error were left unchanged, except for kernel 
thickness and shelling percentage, where a substantial departure from normality was deemed 
as warranting correction. False discovery rates (Benjamini and Hochberg, 1995) were calculated 
to control the family‐wise error rate of significance tests. Pearson correlations among traits 
were calculated using entry least‐squares means (LsMeans). The relationship between parental 
inbreds was evaluated using pedigree, SNP marker information, and trait performance data. 
Pedigree information was used to determine coancestry coefficients, and standardized 
Euclidean phenotypic distances were calculated between inbreds based on LsMeans of 57 
traits. Inbred clustering with regard to the coefficient of coancestry was accomplished using 
Ward's minimum variance method, and clustering with respect to Euclidean phenotypic 
distance was done using the complete linkage method.  
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1.4 Results 
 
1.4.1 Cluster Analysis and Trait Associations  	
Clustering based on coefficients of coancestry separated the stiff stalk (SS) from the 
non‐stiff stalk (NSS) inbreds (Figure 1.1). Clustering in the phenotypic trait data for the 57 traits 
also produced two main groups, but clusters appeared to reflect differences in maturity, not 
distinguishing the SS and NSS heterotic groups (Figure 1.2). Phenotypic correlation coefficients 
across trait categories, e.g., ear vs. leaf phenotypes, tended to be low (rp < |0.5|), while 
stronger correlations were observed more frequently between traits in the same category. In 
the F1 generation, moderate positive correlations (0.5 ≤  rp ≤ 0.6) between flowering time and 
certain yield and yield component traits were observed. In the parent generation, half of the 
correlations between leaf traits and branch length 1 [23], tassel size [27], number of spikelets 
[31], and tassel weight [32] were above an rp of 0.5, and correlations between leaf traits and 
cob and ear shape traits, as well as yield traits tended to be above an rp of 0.6. Among the other 
generations, correlations between leaf traits and yield traits tended to be in the range of rp 0.5 
to rp 0.6. Strong positive correlations (0.6 ≤ rp ≤ 0.8) were observed between days to flowering 
and most leaf traits in the parent and F2 generations, but similar associations were only 
observed for NLB [7], UMLL [12], and LA [19] in the F1 generation. In both the F1 and F2 
generations, moderate positive correlations (0.5 ≤  rp ≤ 0.6) were observed between upper 
median leaf length [12] and weights of cobs [36] and ears [37]. Associations between the 
anthesis‐silking interval (ASI) and all other traits were typically very low among F1s and F2s. 
Stronger correlations between ASI and other traits in the parent generation appeared to be 
mostly a consequence of Mo17’s large ASI relative to the other 11 parents. Among the 
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correlations between yield, estimated by shell weight [53], and yield components, kernels per 
row [46] was most associated with yield. The correlation between the kernel weight traits [50, 
54] and shell weight was slightly above 0.4 in the F1 and F2 generations, but only about 0.25 in 
the parent generation. The correlation between number of rows of kernels [45] and shell 
weight was smaller than 0.4 for all generations, while the correlation between kernels per row 
[46] and shell weight was above 0.6 for the F1 and F2 generations and nearly 0.8 for the parental 
inbreds.    
 
1.4.2 Generation Means Analysis 	
Means of the generations, checks, and components of heterosis are presented in Table 
1.3. Significant (q ≤ 0.05) average heterosis ( h ) was detected for ear and plant height [1, 2], 
flowering time [3‐5], leaf number [6, 7], leaf length, width, and area traits [8, 9, 10, 14], central 
spikelet length [20,21], tassel branch length, size, and density [23‐28], spikelet pair density [30], 
tassel branching zone and branching density [33, 34], all cob, ear, and kernel traits [35‐51], shell 
and plot weight [53,56], 300 kernel weight [54], and shelling percentage [57]. Significant (q ≤ 
0.05) average epistasis (aa ) was identified for height and flowering traits, [1‐4], ear leaf length 
[8], tassel traits [22, 27, 30, 31, 32], cob weight and fill length [39, 40], kernel thickness and size 
[49, 50], 300 kernel weight [54], number of ears [55], and shelling percentage [57]. Elite 
commercial checks had lower ear height, equivalent flowering time and leaf characteristics, 
reduced tassel traits, and similar cob, ear, and kernel phenotypes compared to the average of 
all hybrids in the diallel. The increased shell weight [53] of the checks, about 6.5% more than 
the hybrid entries, appears to be more related to kernel weight [51] than the total number of 
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kernels per ear [45,46]. The reduced cob weight [39] of the check hybrids compared to the F1 
hybrid entries suggests that more photosynthate is being partitioned to kernel weight and less 
to the cob. The mean grain yield [58] of the ex‐PVP hybrids in the industry yield trials was 
reasonably high at 9.7 Mg/h, but the modern elite checks outperformed them by an average of 
about 3 Mg/h. Stalk lodging [61] was comparable between the checks and hybrid entries, but 
certain hybrids were susceptible to root lodging [62]. Germplasm from the SS heterotic pool is 
preferred as female parents, while NSS germplasm composed of multiple pools heterotic to the 
SS pool, such as Lancaster Sure Crop and Iodent, are used as males. Applying a diallel crossing 
scheme, we not only developed and evaluated inter‐pool crosses but also intra‐pool crosses. 
Phenotypic differences between the inter‐ and intra‐pool classes of hybrids calculated using 
entry LsMeans were rarely significant for most traits (data not shown).  
  
1.4.3 Genetic Effects   
The additive effect of lines was significant (q ≤ 0.001) for all traits, while line heterosis 
and specific heterosis were significant (q ≤ 0.05) in different subsets of about two thirds of the 
traits (Table 1.4). Although average additive‐by‐additive epistasis was rarely significant, the 
specific epistatic effects for the traits frequently were, indicating that, for some crosses, 
heterosis due to inter‐locus effects was an important factor. Line and specific heterosis effects  
were significant for flowering time [3,4], but not anthesis‐silking interval [5]. Significant specific 
epistasis was observed for all three flowering time traits. Significance among line heterosis, 
specific heterosis, and specific epistasis was greater and occurred more frequently in upper leaf 
[6, 12, 13, 16, 18] and leaf length [8, 10, 12] traits than in lower leaf [7, 10, 11, 15, 17] and leaf 
width [9, 11, 13] traits. Most tassel traits had significant additive and nonadditive effects, 
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except for central spikelet density [29], branching zone [33], and branching density [34] where 
only additive effects were significant. Line heterosis was significant for most cob and ear traits, 
as well as for kernel depth [47] and kernel weight [51].  Specific heterosis was significant less 
frequently among cob, ear, and kernel traits, but was identified for cob length [35], cob weight 
[39], fill length [40], ear size [43], ear weight [44], kernel rows [45], kernels per row [46], kernel 
width [48], kernel thickness [49], and kernel weight [51]. Highly significant epistasis (q ≤ 0.001) 
was detected for cob, ear, and kernel dimensions related to length [35, 40, 49], as well as row 
number [45], cob weight [39], and kernel weight [51]. Highly significant additive and dominance 
heterosis was observed for the total ear weight per plot [56] and ear weight, volume of kernels, 
and shelled grain  [44, 52, 53] of sampled ears. Epistasis was significant for the measurements 
of ear weight [44, 56]. Significant nonadditive variation was observed in the number of ears per 
plot [55] and shelling percentage [57], but not for 300 kernel weight.  
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1.5 Discussion	 	
 
1.5.1 Genetic Relatedness of the Inbreds   
The critical requirements for a hybrid maize mapping population, derived from crosses 
among RILs, are (1) genetic diversity and (2) substantial nonadditive variation. The 
requirements are somewhat related since expression of heterosis depends on nonadditive 
interactions between dissimilar alleles and gametic haplotypes. Thus, the relatedness of the 
inbreds chosen as founders has important implications in the creation of an association 
mapping population. Relatedness between inbreds is key in the development of hybrid 
cultivars, due to the major role of dominance and dominance‐like inter‐gametic epistatic effects 
in heterosis. In order to facilitate the identification of functional diversity accrued in improved 
germplasm, the RIL parents of an elite hybrid association mapping panel should have divergent 
genetic backgounds and be representative of the genetic variation within the broader targeted 
array of elite germplasm. Nelson et al. (2008) estimated the population structure of the 92 ex‐
PVP inbreds discussed in Mikel (2006) and 17 additional prominent public inbreds using 614 
SNPs. According to the analysis, the proportion of the genome inherited from seven major 
groups named after the key inbreds they represent was examined. These groups include B73, 
Mo17, PH207, A632, OH43, B37, and Mixed. The "mixed" group refers to inbreds with an 
inheritance pattern derived from a mixture of the other groups or of unrelated origin. The 
population structure Q‐values acquired from supplementary data in Nelson et al. (2008) for our 
twelve inbreds are provided in Table 1.5. The population structure values indicate that, indeed, 
the inbreds selected as founders for our elite hybrid association mapping panel are an 
adequately diverse sample of the ex‐PVP and public germplasm.  
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Genetic diversity among the founders of a mapping population is important for the 
identification of functional polymorphisms due to ancient recombination (Yu, 2008). 
Improvement of maize through selection reduced nucleotide diversity during domestication 
and the development of inbreds from landraces (Palasia et al., 2003; Yamasaki et al., 2005). SSR 
allele frequencies in a sample of hybrids from 1930 until the present and their inbred parents 
showed the average number of different alleles per locus was substantially less than in a 
sample of eight open pollinated cultivars and decreased with time (Duvick, 2004). In contrast, 
analysis of 1,537 elite Limagrain inbreds, representing four heterotic pools, at 8,244 SNPs 
revealed Nei’s gene diversity scores D of 0.23 to 0.30 within pools, and 0.32 overall, where 0.5 
is the theoretical maximum D for a bi‐allelic locus (Van Inghelandt et al. 2010). A set of 18 genes 
evaluated in a broad set of 36 elite Pioneer Hi‐Bred International inbreds representing the 
major heterotic groups revealed fewer haplotypes than expected, no decline in linkage 
disequilibrium between SNPs at a range of 300 to 500 bp, and statistically significant linkage 
between about a third of within gene SNP pairs  (Ching et. al. 2002). However, Nelson et al. 
(2008) found that public and ex‐PVP lines were equally diverse. Others have noted that most 
maize genes still have high nucleotide diversity in a broad set of breeding germplasm and 
landraces (Tenaillon et al., 2001; Wright et al. 2005; Yamasaki et al., 2005), and reductions in 
nucleotide diversity associated with selection may be confined to relatively small genomic 
regions (Palasia et al., 2003; Yamasaki et al., 2005). Therefore, it is of interest to compare the 
diversity among our ex‐PVP parents to a broader and less intensively selected array of maize 
lines in order to assess the consequences of intense selection on allelic diversity in commercial 
germplasm. Our ex‐PVP inbreds have been genotyped for 856 evenly spaced SNPs (Johnson, 
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2008). All 856 SNPs are polymorphic in a set of 26 diverse (Core diversity) maize inbreds (Yu et 
al., 2008). The core diversity set has been estimated to represent 74.6% of the diversity found 
in modern maize germplasm (Yan et al., 2009). Inbreds B73 and Mo17 are members of this set 
and founders for our elite hybrid association mapping population. Analysis using the 856 SNPs 
revealed allele fixation at only nine markers (1% of loci) in the ex‐PVP lines (Johnson, 2008), 
although 135 marker loci in our ex‐PVP lines displayed allele frequencies of less than 0.10 
compared to 75 loci in the Core Diversity lines. Significant allele frequency differences between 
the two populations were detected in 19% of the markers at a FDR level of 0.10. A molecular 
analysis of variance provided strong evidence that the pattern of genotypic diversity in the ex‐
PVP and Core Diversity lines is quite different (Johnson, 2008). Overall, the SNP information 
suggests that the ex‐PVP lines are only slightly less diverse than the Core Diversity Set, but have 
significantly different allele frequencies (Johnson, 2008). From these results, the distribution of 
QTL and candidate gene effects in our proposed elite mapping population can be expected to 
differ from those in a population derived from current publicly available material with perhaps 
less bias relative to commercial germplasm. Comparison of sequence data will enable sound 
conclusions on the prevalence of allele fixation in the ex‐PVP lines and their relationship to the 
Core Diversity founders.  
In general, genetic information from the SNP analyses confirmed known pedigree 
relationships; however, notable exceptions were inbreds LH82 and PHJ40. Genotypic data 
suggests that LH82 is more closely related to the Pioneer Iodent PH207 than expected from 
pedigree analysis. This apparently close relationship may be due to shared alleles from the 
Minnesota 13 lineage which LH82 received from its parent ‘610’ (PVP 8700037) and present in 
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Pioneer Iodent lines (Troyer and Mikel, 2010). Furthermore, 3/8 of LH82’s background is due to 
Pioneer hybrid PHI3558 by way of LH82’s LH7 parent. Thus, similarity between PH207 and LH82 
may be due to either shared Minnesota 13 or Iodent alleles contributed by the Pioneer hybrid. 
It should be noted that, though marker data indicated a close relationship between PH207 and 
LH82, the phenotypic data did not reflect this. The ambiguous placement of PHJ40 across 
pedigree and marker based distances might be explained by the diverse background of its 
PH555 grandparent (PVP 9600171 Exhibit A). Nelson et al. (2008) reported a mixed parentage 
for PHJ40 (population structure Q‐values: 24% Mo17, 23% B37, and 49% "mixed”). In a study 
by, Van Inghelandt et al. (2010) the correlation coefficient between genetic distances calculated 
from SNP genotypes and the pedigree derived coancestry coefficients ( 1 – f ) was found to only 
be 0.42. The low correlation was attributed to a preponderance of pairwise relationships 
between inbreds having a value for 1 ‐ f of 0.96 or greater. Similarly, the average coancestry 
coefficient is 0.95 among the parents in our population with a low correlation (0.21) between 
pedigree and SNP marker based genetic distances.  
Previous work has indicated that inbreds with a close genetic relationship typically have 
similar phenotypes, but genetically distant inbreds can demonstrate either large or small 
phenotypic distances, therefore, the projected correlation between Euclidean phenotypic 
distance and the coefficient of coancestry is only moderate (Heckenberger et al., 2005). Our 
results with PH207 and LH82 suggest the reverse may be true: closely related genotypes can 
have quite different phenotypes. Phenotypic similarity between genetically distant inbreds 
could result from alleles alike in state at major QTL loci, cancelation of effects due to repulsion 
phase linkages or lack of genetic diversity at relevant loci, and in the case of complex traits, 
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different allele combinations resulting in the same overall phenotype. For the ex‐PVP inbreds in 
our study, the relative degree of genetic relatedness does not appear to be predictive of overall 
phenotypic similarity (e.g. PHG84 compared with PHZ51 and LH82 compared with PH207). 
Overall though, the cluster analyses demonstrate that the elite diallel inbreds and progeny are 
genetically and phenotypically diverse.  
 
1.5.2 Phenotypic Correlations	
Correlations between traits are of interest to plant breeders for their role in selection 
indices and indirect selection (Chen and Lubberstedt, 2010). Selection that focuses on a single 
trait can result in undesirable consequences for other traits due to correlated responses 
(Duvick, 2005). The components of a composite trait, such as grain yield, are usually negatively 
correlated with each other due to competition for the same resources (Holland, 2001). 
However, selection for the reallocation of resources to the ear from other tissues has been 
demonstrated as a means of improvement in temperate and tropical maize (Campos et al., 
2006; Duvick, 2005). In terms of overall photosynthate partitioning, the ratio of reproductive to 
vegetative biomass or harvest index, has remained relatively stable despite efforts to increase it 
(Duvick, 2005). In addition to competition for resources, correlations between traits can arise 
from gene linkage or pleiotropy (Chen and Lubberstedt, 2010). Both of those mechanisms were 
implicated in a QTL mapping study of yield and yield components using Iowa synthetic 
populations that had been divergently selected for ear length (Ross et al., 2006). In an era study 
of elite maize, the correlations between flowering, yield, and yield components changed with 
the various conditions of induced drought stress subjected to the population (Campos et al., 
2006). Since much improvement in elite maize can be attributed to performance under stress 
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(Duvick, 2005), the Ex‐PVP parents and derived progenies are expected to be an excellent 
resource for investigating mechanisms of stress tolerance and resistance.  
  The large number of phenotypic correlation coefficients greater than 0.50 between 
flowering time and leaf traits in the parent generation and between flowering time and ear 
traits in the F1 generation may be partially related to differences in maturity within the set of 
material. There is an average of nine and ten days between the earliest and latest hybrid for 
anthesis and silking, respectively, while twelve days separate the earliest and latest maturing 
inbreds for both traits. The negative correlations of ASI with cob width, circumference, and row 
number in the parents can be mostly explained by Mo17’s long ASI interval and few rows 
compared to the other inbreds. An era study of elite maize hybrids under drought stress 
revealed that ASI was reduced in newer hybrids under favorable and water deficient conditions, 
resulting in moderate to strong negative correlations between ASI, yield, and yield components 
across treatments (Campos, et al., 2006). In our study, ASI values were small for most entries 
and correlations between ASI and yield traits were low. This suggests that ASI differences were 
not a significant factor for yield in the environments sampled and agrees with our observation 
that two of the three environments sampled had relatively good growing conditions. 
 
1.5.3 Nonadditivity in Yield and Yield Components	 	
A primary objective of the elite hybrid association mapping population is the 
investigation of heterosis and hybrid vigor, especially regarding improvement of yield. In our 
study, the grain yield traits shell weight [53] and kernel volume [52] exhibit large line and 
specific heterosis effects, although lacking significant additive‐by‐additive epistasis. Epistasis 
was significant for estimates of yield based on whole ears [44, 56], possibly due to highly 
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significant epistatic variation for cob weight [39], number of ears [55], and shelling percentage 
[57]. Estimated dominance effects (sij) for grain yield are typically much greater than additive 
effects (ai), and statistical models including only single locus genetic parameters were typically 
sufficient for explaining most (>90%) of the phenotypic variation in generation means studies 
using adapted or elite germplasm  (Eberhart and Gardner, 1966; Frascaroli et al., 2007; Hinze 
and Lamkey, 2003; Melchinger et al., 1986; Melchinger et al., 1990; Mihaljevic et al., 2005; 
Moreno‐Gonzalez and Dudley, 1981). Genetic mapping studies using non‐inbred populations 
have identified dominance as the prevalent mechanism of gene action for loci significantly 
associated with grain yield (Cockerham and Zeng, 1996; Frascaroli et al., 2007; Garcia et al., 
2008;  Schön et al., 2010; Stuber et al., 1987, Veldboom and Lee, 1994), though epistatic 
relationships were found to be important in some studies (Blanc et al., 2006; Tang et al., 2010). 
QTL regions for grain yield do not always overlap with those for yield components, and the 
number of QTL detected for yield components is usually much greater  (Frascaroli et al., 2007; 
Veldboom and Lee, 1996). 
   In contrast to grain yield, additive line effects were the primary source of trait variation 
for yield components in the ex‐PVP material, although line heterosis was also an important 
contributor. Similar results were observed for 300 kernel weight and row number in a 
generation means study comparing two eras, one comprised of inbreds released commercially 
before 1960 and the other of public releases from Iowa State University after 1970 (Melchinger 
et al., 1990). The ex‐PVP material also exhibited significant epistatic variation for cob length 
[35], cob weight [39], fill length [40], kernel rows [45], kernels per row [46], kernel weight [51], 
and shelling percentage [57]. Significant epistatic variation for yield components has been 
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reported in other types of populations, including studies with commercially utilized and 
prominent public varieties (Darrah and Hallauer, 1972; Frascaroli et al., 2007; Johnson, 1973; 
Melchinger et al., 1990; Moreno‐Gonzalez and Dudley, 1981; Wolf and Hallauer, 1997), though 
model improvement due to inclusion of epistatic parameters tended to be very low. Genetic 
mapping studies using non‐inbred populations have identified many QTL with dominance gene 
action for yield components (Frascaroli et al., 2007; Veldboom and Lee , 1996; Stuber et al., 
1987; Tang et al., 2010) and instances of significant epistatic interactions (Frascaroli et al., 2007; 
Tang et al., 2010).  
Since yield is a composite trait, improvement may result from increases in the yield 
components or their stability under stress. Heterosis for grain yield is expected to be mostly 
attributable to the multiplication of heterosis in yield components (Holland, 2001), and 
nonadditive variation in yield components could be an important means of yield improvement. 
Johnson (1973) observed as much nonadditive variation in yield components as yield using a 
generation means analysis of a diallel of elite lines, which accounted for the lack of advantage 
of using yield component effects to predict yield over yield effects themselves. The era studies 
summarized by Duvick (2005) indicate that the rate of gain in inbred grain yield has mostly kept 
pace with the rate of hybrid improvement. Consequently, heterosis has only increased 
gradually, except in environments with above average stress. In the presence of abiotic stress, 
especially from high plant density, newer hybrids exhibit greater heterosis (Duvick, 2004). The 
era studies have also provided evidence that newer hybrids might be more responsive to 
favorable environments (Duvick, 2005). Wolf and Hallauer (1997) observed that significant 
epistasis for yield and yield components was detected with a greater frequency in good and bad 
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environments. Significant epistasis‐by‐environment interactions were reported in some of the 
studies that detected significant epistasis for yield and yield components (Darrah and Hallauer, 
1972; Moreno‐Gonzalez and Dudley, 1981; Wolf and Hallauer, 1997). The 2007 environment 
was hot and dry, while the 2008 environments were favorable, which could have been a factor 
contributing to the increased frequency of significant epistatic genetic effects in our 
experiment. 
Yield components are known to be sensitive to environmental conditions at the time of 
their developmental specification (Campos et al., 2006). Leng (1954) observed a relationship 
between the developmental time frame of the primary yield components and heterosis. Row 
number, which is specified early in ear development, exhibited the least midparent heterosis, 
while kernels per row and kernel weight are exposed to more environmental conditions before 
being specified and exhibited more heterosis. Grain yield, which is a product of the full range of 
environmental conditions experienced during vegetative and reproductive growth, is the most 
heterotic trait. Relative midparent heterosis in the ex‐PVP material for kernel row number [45], 
kernel weight [51], kernels per row [46], and shelled grain weight [53] was 9%, 29%, 61%, and 
130%, respectively, consistent with Leng’s observations. Comparison of nonadditive QTL for 
yield components identified in stress and non‐stress environments using an elite hybrid 
association mapping panel may, therefore, be expected to help dissect the physiological and 
molecular basis of yield improvement.      
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1.7 Tables 
 
Table 1.1 
Ex‐PVP inbreds used as parents in this experiment.  
Line1  Pedigree2  Background3
   
B73  Iowa Stiff Stalk Synthetic Cycle 5 Stiff Stalk C5
LH1  B37 (B37 x Holden line 644) Stiff Stalk C0/Broadbase
PHJ40  PHB09 x PHB36  Stiff Stalk C0
PHG39  PHA33GB4 x PHA34CB4  Stiff Stalk C0/Maiz Amargo 
LH82  LH7 x Holden line 610  Broadbase/Minnesota 13
LH123  PHI hybrid 3535  Broadbase
PHZ51  PH814 x PH848  Lancaster/Broadbase
PHG84  PH595 x PH848  Oh07‐Midland/Broadbase 
PHG35  PH595 x PHG3BD2  Oh07 Midland/Iodent
PHG47  PH041 x MKSDTE Cycle 10  Oh43/Broadbase
PH207  PHG3BD2 x PHG3RZ1  Iodent
Mo17  C103 x C.I. 187‐2  Lancaster
 
1  Public lines were developed by Iowa State University (B73) and University of Missouri (Mo17). 
Proprietary lines were developed by Pioneer Hi‐Bred Intl (PH) and Holden's Foundation Seeds, 
Inc. (LH). The proprietary lines were originally registered and made available upon expiration 
by U.S. Plant Variety Protection.     
2  Pedigree derivation as described in breeding history by originator.     
3  Background classification is similarity or grouping by pedigree. “Broadbase” indicates 
genetically diverse and/or uncertain background. Separation by '/' indicates pedigree 
consisting of a conglomerate of backgrounds.    
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Table 1.2 
List of phenotypes, derivation, and environments where traits were sampled. 
   Trait 
Category    #  Abbreviation  Phenotype Description  Units 
I1
0
7 
I
0
8
P
0
8
He
ig
ht
 an
d 
Fl
ow
er
in
g 
1  EHT  Ear height (ground to ear leaf)  cm  x  x  
2  PHT  Plant height (ground to flag leaf)  cm  x  x  
3  POLLEN  Days from planting to 50% pollen shed  days  x  x x 
4  SILK  Days from planting to 50% silk emergence  days  x  x x 
5  ASI  Anthesis‐Silking interval (POLLEN‐SILK)  days  x  x x 
Le
af
 
6  NLA  Number of leaves above ear leaf  count  x  x  
7  NLB  Number of leaves below ear leaf  count  x  x  
8  ELL  Ear leaf length from base to tip  cm  x     
9  ELW  Ear leaf width at base  cm  x     
10  LMLL  Lower middle leaf length from base to tip 2  cm  x     
11  LMLW  Lower middle leaf width at base  cm  x     
12  UMLL  Upper middle leaf length from base to tip 3  cm  x     
13  UMLW  Upper middle leaf width at base  cm  x     
14  ELA  Ear leaf area  (ELL x ELW)/2  cm2  x     
15  LMLA  Lower middle leaf area  (LMLL x LMLW)/2  cm2  x     
16  UMLA  Upper middle leaf area  (UMLL x UMLW)/2  cm2  x     
17  LLA  Lower leaf area  (LMLA x NLB)  cm2  x     
18  ULA  Upper leaf area  (UMLA x NLA)  cm2  x     
19  LA  Total leaf area  (ELA + LLA + ULA)  cm2  x     
Ta
ss
el
 
20  CSL1  Tassel central spike length from 2 cm below lowest branch to tip  cm  x  x  
21  CSL2  Tassel central spike length from highest branch to tip  cm  x  x  
22  TBN  Number of tassel branches  count  x  x  
23  BL1  Length of lowermost tassel branch  cm  x  x  
24  BL2  Length of randomly chosen intermediate tassel branch  cm  x  x  
25  BL3  Length of uppermost tassel branch  cm  x  x  
26  BL  Average branch length (BL1 + BL2 + BL3)/3  cm  x  x  
27  T_SIZE  Tassel size (CSL2 + (TBN x BL))  cm  x  x  
28  T_DENSITY  Tassel density (T_SIZE/(1+TBN))  cm  x  x  
29  CSD  Spikelet pair density on central spike in 4 cm region  count  x  x  
30  PSD  Spikelet pair density of lowermost primary branch in 6 cm region  count  x  x  
31  SPIKELETS  Total number of spikelets  ((CSL2 x CSD) + (BL x TBN x PSD))  count  x  x  
32  TW  Tassel weight  grams  x  x  
33  BRANCH_Z  Branching zone, calculated as CSL2 ‐ CSL1  cm  x  x  
34  BRANCH_D  Branching density, calculated as TBN/BRANCH_Z  branches/cm  x  x  
Co
b 
35  COB_LENGTH  Length of cob  mm  x  x x 
36  COB_WIDTH  Width  of cob at median length  mm  x  x x 
37  COB_CIRC  Circumference of cob (3.14159 x COB_WIDTH)   mm  x  x x 
38  COB_SIZE  Cob size (COB_CIRC x COB_LENGTH)  mm3  x  x x 
39  COB_WT  Cob weight  grams  x  x x 
Ea
r 
40  FILL_LENGTH  Length of ear with kernels  mm  x  x x 
41  EAR_WIDTH  Width of ear at median length  mm  x  x x 
42  EAR_CIRC  Circumference of ear (3.14159 x EAR_WIDTH)  mm  x  x x 
43  EAR_SIZE  Ear size (EAR_CIRC x FILL_LENGTH)  mm3  x  x x 
44  EAR_WT  Average weight of phenotyped ears  grams  x  x x 
45  ROWS  Number of rows of kernels on ear  count  x  x x 
46  KPR  Number of kernels per row  count  x  x x 
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Table 1.2 (Continued) 
   Trait 
Category    #  Abbreviation  Phenotype Description  Units 
I1
0
7 
I
0
8
P
0
8
Ke
rn
el
  47  K_DEPTH  Kernel depth (EAR_WIDTH ‐ COB_WIDTH)/2  mm  x  x x 48  K_WIDTH  Kernel width  (EAR_CIRC/ROWS)  mm  x  x x 
49  K_THICK  Kernel thickness (FILL_LENGTH/KPR)  mm  x  x x 
50  K_SIZE  Kernel size  (K_DEPTH x K_WIDTH x K_THICK)  mm3  x  x x 
51  K_WT  Weight per kernel estimated as (SHELL_WT/(ROWS x KPR))  grams  x  x x 
Yi
el
d 
52  KERNEL_VOL  Volume of shelled grain per ear  ml  x  x x 
53  SHELL_WT  Shelled grain weight (EAR_WT – COB_WT)  grams  x  x x 
54  300 K_WT  Weight of 300 kernels  grams  x  x  
55  N_EARS  Number of ears in a plot   count  x  x x 
56  PLOT WEIGHT  Mean dry ear weight of a plot   g/ear  x  x x 
57  SHELL_PCT  Shelling percentage, calculated as SHELL_WT/EAR_WT  %  x  x x 
Yi
el
d T
ria
l 4  58  GRAIN YIELD  Yield of F1s adjusted to 15.5% moisture   Mg/H       59  MOISTURE  F1 grain moisture at harvest  %       
60  TEST WEIGHT  F1 grain test weight at harvest  Kg/hL       
61  STALK LODGING  Frequency of F1 stalk lodging   %       
62  ROOT LODGING  Frequency of F1 root lodging   %        
1   I07 = Urbana, IL, 2007; I08 = Urbana,  IL, 2008, P08 = West Lafayette, IN,  2008. 
2  If nlb is even, the lower middle leaf  is the next leaf above the median. 
3  If nla is even, the upper middle leaf is the next leaf below the median. 
4  Traits 58‐62 were collected by BASF and Monsanto from yield trials at environments listed in Materials and 
Methods. 
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Table 1.3 
Generation means, average dominance heterosis, and average inter‐gametic additive‐by‐
additive epistasis for phenotyped traits. 
   Generation Means Heterosis 
Trait   Unit       Env 1  P  F1  F2  Checks  h  aa  
1 EHT  cm  2  64.3 ± 0.95  96.7 ± 0.37  84.7 ± 0.37  86.7 2  24.1 (3) 8.3 (1)
2 PHT  cm  2  148.1 ± 1.12  205.1 ± 0.44  185.2 ± 0.44  202.0 2  40.0 (3)  17.1 (1) 
3 POLLEN  days  3  69.7 ± 0.11  66.1 ± 0.04  66.9 ± 0.04  66.2 2  ‐1.5 (3)  ‐2.1 (3) 
4 SILK  days  3  71.4 ± 0.12  67.1 ± 0.05  68.4 ± 0.05  66.8 2  ‐2.6 (3)  ‐1.7 (3) 
5 ASI   days  3  1.7 ± 0.11  1.0 ± 0.04  1.5 ± 0.04  ‐0.6 2  ‐1.1 (2)  0.4 
6 NLA   count  2  5.4 ± 0.03  5.9 ± 0.01  5.7 ± 0.01  6.4  0.4 (3)  0.1 
7 NLB   count  2  4.5 ± 0.06  5.3 ± 0.03  4.8 ± 0.03  5.1  1.0 (1)  ‐0.2 
8 ELL   cm  1  59.3 ± 0.45  71.0 ± 0.19  68.0 ± 0.19  72.0  5.9 (2)  5.7 (1) 
9 ELW   cm  1  7.0 ± 0.07  8.2 ± 0.03  7.7 ± 0.03  8.4  0.9 (1)  0.3 
10 LMLL   cm  1  58.7 ± 0.48  75.5 ± 0.21  70.6 ± 0.21  75.5  10.0 (1)  6.8 
11 LMLW   cm  1  6.1 ± 0.09  7.4 ± 0.04  6.9 ± 0.04  7.5  1.0  0.3 
12 UMLL   cm  1  52.0 ± 0.51  58.5 ± 0.22  56.8 ± 0.22  56.3  3.5  3.1 
13 UMLW   cm  1  6.9 ± 0.08  7.4 ± 0.04  7.1 ± 0.04  7.5  0.4  0.0 
14 ELA   cm2  1  209.0 ± 3.65  290.4 ± 1.57  263.8 ± 1.56  304.1  53.2 (2)    28.2 
15 LMLA   cm2  1  180.4 ± 4.13  280.7 ± 1.77  244.1 ± 1.76  282.5  73.3  27.1 
16 UMLA   cm2  1  183.0 ± 3.6  216.4 ± 1.55  203.8 ± 1.54  211.7  25.1  8.3 
17 LLA   cm2  1  858.7 ± 30.5  1 437.4 ± 13.1  1 171.5 ± 13.0  1 362.3  531.7  47.0 
18 ULA   cm2  1  993.0 ± 23.3  1 256.6 ± 10.0  1 151.7 ± 10.0  1 308.6  209.9  53.8 
19 LA   cm2  1  2 060.5 ± 48.2  2 984.4 ± 20.7  2 586.9 ± 20.6  2 974.7  795.0  128.9 
20 CSL1   cm  2  31.9 ± 0.19  37.0 ± 0.08  34.6 ± 0.08  35.5  4.6 (3)  0.4 
21 CSL2   cm  2  24.7 ± 0.17  27.6 ± 0.07  26 ± 0.07  27.0  3.1 (3)  ‐0.2 
22 TBN   count  2  5.9 ± 0.10  7.2 ± 0.04  7.3 ± 0.04  6.0  ‐0.04   1.4 (1) 
23 BL1   cm  2  18.6 ± 0.22  21.0 ± 0.09  19.3 ± 0.09  19.8  3.5 (3)  ‐1.1 
24 BL2   cm  2  17.8 ± 0.23  20.7 ± 0.10  19.1 ± 0.10  19.4  3.2 (2)  ‐0.3 
25 BL3   cm  2  14.2 ± 0.17  16.2 ± 0.07  15.2 ± 0.07  15.6  2.0 (2)  0.0 
26 AVG_BL   cm  2  16.9 ± 0.16  19.3 ± 0.07  17.8 ± 0.07  18.3  2.9 (3)  ‐0.5 
27 T_SIZE   cm  2  122.3 ± 2.01  165.2 ± 0.85  153.7 ± 0.86  141.0  23.0 (2)  20.0 (1) 
28 T_DENSITY   cm  2  18.1 ± 0.15  20.4 ± 0.06  18.9 ± 0.07  20.2  2.9 (3)  ‐0.7 
29 CSD   count  2  18.9 ± 0.37  19.7 ± 0.16  20.4 ± 0.16  17.6  ‐1.5  2.3 
30 PSD   count  2  12.8 ± 0.29  13.7 ± 0.12  14.4 ± 0.12  12.7  ‐1.4 (1)  2.3 (1) 
31 SPIKELET_N   count  2     1 684.8 ± 52.3  2 420.8 ± 22.1  2 356.6 ± 22.3  1 848.9  128.4  607.6 (2) 
(2)
32 TW   gram 2  2.0 ± 0.03  2.3 ± 0.01  2.2 ± 0.01    1.93  0.1  0.2 (1) 
33 BRANCH_Z      cm  2  7.2 ± 0.14  9.3 ± 0.06  8.6 ± 0.06  8.5  1.5 (2)  0.6 
34 BRANCH_D      b./cm  2  1.27 ± 0.02  1.34 ± 0.01  1.23 ± 0.01  1.45   0.21 (2) ‐0.15 
35 COB_LENGTH   mm  3  142.0 ± 0.83  180.1 ± 0.34  163.8 ± 0.35  182.4  32.6 (3)  5.6 
36 COB_WIDTH   mm  3  25.7 ± 0.15  27.4 ± 0.06  26.6 ± 0.06  26.9  1.6 (2)  0.1 
37 COB_CIRC   mm  3  80.9 ± 0.48  86.2 ±   0.2  83.5 ± 0.20  84.4  5.4 (2)  0.0 
38 COB_SIZE   mm3  3    11 515   ± 121    15 506   ± 50    13 710   ± 50  15 409  3 593   (3)  399.0 
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Table 1.3 (Continued) 
   Generation Means Heterosis 
Trait   Unit       Env 1  P  F1  F2  Checks  h  aa  
39 COB_WT  gram 3  20.4 ± 0.28  30.0 ± 0.12  24.1 ± 0.12  25.9  11.8 (3)  ‐2.2 (1)
40 FILL_LENGTH   mm  3  121.5 ± 0.91  164.1 ± 0.38  147.0 ± 0.38  165.7  34.2 (3)  8.4 (1)
41 EAR_WIDTH   mm  3  37.9 ± 0.20  43.9 ± 0.08  40.9 ± 0.08  43.9  6.0 (3)  0.0 
42 EAR_CIRC  mm  3  118.9 ± 0.63  137.9 ± 0.26  128.3 ± 0.26  137.9  19.2 (3)  ‐0.2 
43 EAR_SIZE   mm3  3    14 426    ± 181   22 649     ± 75    18 835    ± 75   2 2815  7 628     (3)  595.0 
44 EAR_WT  gram 3  94.0 ± 1.83  199.6 ± 0.76  145.5 ± 0.76  206.3  108.2 (3)  ‐2.6 
45 ROWS   count  3  14.4 ± 0.09  15.7 ± 0.03  15.0 ± 0.03  15.8  1.5 (3)  ‐0.2 
46 KPR   count  3  23.3 ± 0.30  37.5 ± 0.12  31.9 ± 0.11  36.7  11.2 (3)  3.0 
47 K_DEPTH  mm  3  6.1 ± 0.09  8.2 ± 0.04  7.1 ± 0.04  8.5  2.2 (3)  3.0 
48 K_WIDTH  mm  3  8.4 ± 0.06  8.9 ± 0.02  8.7 ± 0.02  8.8  0.5 (1)  0.0 
49 K_THICK  mm  3  5.3 ± 0.03  4.4 ± 0.01  4.6 ± 0.01  4.6  ‐0.5 (1)  ‐0.6 (1)
50 K_SIZE   mm3  3         282.1 ±  5.9        326.8 ± 2.2         289.4 ± 2.2  342.4  74.9 (2)  ‐30.2 (1)
51 K_WT   gram 3  0.2241 ± 2.5E‐3  0.2902 ± 9.9E‐4   0.2569 ± 9.5E‐4  0.3160  0.0665(3)  ‐0.0003 
52 KERNEL_VOL   ml  3  100.2 ± 2.11  225.5 ± 0.88  162.9 ± 0.88  240.3  125.3 (3)  0.0 
53 SHELL_WT   gram 3  73.6 ± 1.59  169.6 ± 0.66  121.4 ± 0.66  180.7  96.4 (3)  ‐0.4 
54 300 K_WT   gram 2  76.8 ± 0.97  90.0 ± 0.45  81.8 ± 0.44  93.9 2  16.4 (2)  ‐3.2 (1)
55 N_EARS   count  3  18.7 ± 0.27  22.3 ± 0.11  22.7 ± 0.11  27.3  ‐0.8  4.5 (2)
56 PLOT WEIGHT  gram 3  83.7 ± 1.92  180.9 ± 0.78  132.6 ± 0.77  192.3  96.6 (3)  0.6 
57 SHELL_PCT    %  3  0.78 ± 1.2E‐3  0.85 ± 3.4E‐4        0.83 ± 3.3E‐4  87.4  3.1 (3)  3.5 (3)
58 Grain Yield   Mg/h  4  ‐  9.7 ± 0.08  ‐  12.7 ± 0.33 3  ‐  ‐ 
59 Moisture %  %  4  ‐  18.6 ± 0.1  ‐  19.7 ± 0.4  3  ‐  ‐ 
60 Test Weight    Kg/hL  4  ‐  72.2 ± 0.1  ‐  72.0 ± 0.4  3  ‐  ‐ 
61 Stalk Lodging     %  4  ‐  1.3 ± 0.2   ‐  0.9 ± 0.6  3  ‐  ‐ 
62 Root lodging     %  4  ‐  8.7 ± 1.2  ‐  1.0 ± 5.1  3  ‐  ‐ 
 
1  Env, number of environments trait data was sampled 
2  Check data available only for 2007  
3  Check data unavailable for one of the environments 
False Discovery Rate familywise error rate significances are shown as (3), q  ≤ 0.001; (2), q   ≤ 0.01; (1), q  ≤ 0.05; 
Means ± standard errors are given for the traits. Average dominance heterosis and average two locus inter‐
gametic epistasis are unbiased estimates based on contrasts of the generation blocks. Mean squares of average 
dominance heterosis and additive‐by‐additive inter‐gametic epistasis were tested using the mean squares of the 
contrast interaction with replications nested within environments (Error A) and half of the generation block error 
degrees of freedom.  
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Table 1.4 
Genetic effect significances and mean squares summarized as relative magnitudes of variance. 
Trait  ak  hk  skk’  aakk’  Residual  RMSE  DDF 
1 EHT  0.79 (3)  0.11 (3)  0.06 (3)  0.04 (2)  0.03  7.4  557 
2 PHT  0.87 (3)  0.05 (2)  0.04 (3)  0.03 (3)  0.02  8.7  557 
3 POLLEN  0.93 (3)  0.04 (3)  0.02 (3)  0.02 (3)  0.01  1.0  835 
4 SILK  0.92 (3)  0.04 (2)  0.02 (3)  0.02 (3)  0.01  1.2  835 
5 ASI  0.58 (3)    0.14    0.12  0.16 (2)  0.10  1.1  837 
6 NLA  0.84 (3)  0.07 (3)  0.04 (3)  0.05 (3)  0.02  0.3  562 
7 NLB  0.81 (3)  0.09 (1)    0.05    0.05  0.05  0.5  562 
8 ELL  0.69 (3)  0.08 (2)  0.11 (3)  0.12 (3)  0.03  2.7  280 
9 ELW  0.54 (3)  0.20 (2)  0.13 (2)  0.13 (2)  0.08  0.4  280 
10 LMLL  0.55 (3)  0.17 (2)  0.14 (3)  0.15 (3)  0.06  2.9  280 
11 LMLW  0.57 (3)    0.16    0.14    0.13  0.13  0.5  280 
12 UMLL  0.69 (3)  0.12 (3)  0.09 (3)  0.09 (3)  0.04  3.1  280 
13 UMLW  0.56 (3)  0.24 (3)    0.09  0.10 (1)  0.07  0.5  280 
14 ELA  0.57 (3)  0.15 (2)  0.14 (3)  0.14 (3)  0.05  21.9  280 
15 LMLA  0.49 (3)    0.16  0.19 (1)    0.16  0.12  24.8  280 
16 UMLA  0.59 (3)  0.20 (3)  0.11 (3)  0.11 (3)  0.05  21.6  280 
17 LLA  0.57 (3)    0.09  0.20 (2)    0.15  0.11  183.1  280 
18 ULA  0.59 (3)  0.18 (3)  0.11 (3)  0.12 (3)  0.04  140.1  280 
19 LA  0.63 (3)    0.11  0.14 (3)  0.12 (3)  0.06  289.5  280 
20 CSL1  0.88 (3)    0.02   0.05 (3)  0.05 (3)  0.03  1.6  561 
21 CSL2  0.87 (3)    0.03  0.05 (3)  0.06 (3)  0.02  1.5  561 
22 TBN  0.67 (3)  0.18 (3)  0.08 (3)  0.07 (3)  0.04  0.9  559 
23 BL1  0.79 (3)    0.07  0.07 (2)  0.07 (3)  0.04  1.8  559 
24 BL2  0.75 (3)  0.12 (2)    0.06  0.08 (2)  0.04  1.9  559 
25 BL3  0.85 (3)    0.06    0.04  0.05 (2)  0.03  1.4  559 
26 AVG_BL  0.82 (3)  0.07 (2)  0.04 (2)  0.06 (3)  0.03  1.3  559 
27 T_SIZE  0.62 (3)  0.17 (3)  0.11 (3)  0.10 (3)  0.04  16.9  556 
28 T_DENSITY  0.84 (3)  0.06 (1)  0.04 (2)  0.06 (3)  0.02  1.3  559 
29 CSD_4CM  0.73 (3)    0.09    0.09  0.09  0.08  3.1  559 
30 PSD_6CM  0.63 (3)  0.16 (1)    0.10  0.12 (2)  0.08  2.5  559 
31 SPIKELET_N  0.33 (3)  0.32 (3)  0.17 (3)  0.18 (3)  0.09  438.9  557 
32 TW  0.72 (3)  0.16 (3)  0.06 (3)  0.06 (3)  0.03  0.2  556 
33 BRANCH_Z  0.83 (3)    0.02    0.07    0.08  0.06  1.134  561 
34 BRANCH_D   0.65 (3)  0.17 (2)    0.09    0.09  0.06  0.185  559 
35 COB_LENGTH  0.77 (3)  0.10 (3)  0.06 (3)  0.07 (3)  0.03  8.2  798 
36 COB_WIDTH  0.71 (3)  0.16 (2)    0.06  0.08 (1)  0.06  1.5  798 
37 COB_CIRC  0.71 (3)  0.16 (2)    0.06    0.08  0.06  4.7  798 
38 COB_SIZE  0.66 (3)  0.15 (1)    0.09    0.09  0.07  1186.5  798 
39 COB_WT  0.74 (3)  0.17 (3)  0.04 (3)  0.04 (3)  0.02  2.7  798 
40 FILL_LENGTH  0.69 (3)  0.13 (2)  0.09 (3)  0.09 (3)  0.05  8.9  798 
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Table 1.4 (Continued) 
Trait  ak  hk  skk’  aakk’  Residual  RMSE  DDF 
41 EAR_WIDTH  0.71 (3)  0.15 (3)    0.06  0.08 (2)  0.05  2.0  798 
42 EAR_CIRC  0.73 (3)  0.14 (2)    0.06  0.08 (2)  0.05  6.1  798 
43 EAR_SIZE  0.56 (3)    0.12  0.18 (2)    0.14  0.11  1775.0  798 
44 EAR_WT  0.44 (3)  0.30 (3)  0.16 (3)  0.10 (1)  0.07  17.9  798 
45 ROWS  0.89 (3)  0.06 (3)  0.02 (2)  0.03 (3)  0.01  0.7  861 
46 KPR   0.51 (3)    0.18  0.16 (1)  0.16 (1)  0.11  2.6  861 
47 K_DEPTH  0.51 (3)  0.23 (1)  0.13  0.12  0.10  1.8  798 
48 K_WIDTH  0.86 (3)    0.05  0.04 (1)  0.04 (2)  0.03  0.5  836 
49 K_THICK  0.80 (3)    0.04  0.06 (3)  0.10 (3)  0.03  0.2  836 
50 K_SIZE  0.66 (3)    0.12    0.11    0.11  0.09  49.0  836 
51 K_WT  0.78 (3)    0.08  0.06 (2)  0.08 (3)  0.03  0.0214  836 
52 KERNEL_VOL  0.43 (3)    0.28 (3)  0.18 (3)    0.11  0.08  20.7  798 
53 SHELL_WT  0.42 (3)    0.30 (3)  0.17 (3)    0.11  0.08  15.6  798 
54 300 K_WT   0.80 (3)    0.05    0.07    0.07  0.05  0.025  492 
55 N_EARS  0.56 (3)  0.27 (3)  0.06 (1)  0.11 (3)  0.04  2.6  802 
56 PLOT WEIGHT  0.29 (3)  0.42 (3)  0.18 (3)  0.12 (3)  0.07  18.45  801 
57 SHELL_PCT   0.94 (3)  0.02 (3)  0.01 (2)  0.03 (3)  0.01  0.009  880 
 
False Discovery Rate familywise error rate significances are shown as (3), q  ≤ 0.001; (2), q   ≤ 0.01; (1), q  ≤ 0.05; 
Significances of genetic effects calculated for traits measured at university environments are shown. To recover an 
F‐value, divide the relative variance of the effect by that of the residual. To calculate the variance, multiply the F‐
value for the effect by the square of the root mean square error (RMSE). The numerator DF are 11 for the effect of 
the lines per se (ak), 11 for the additive effect in hybrid combination: line heterosis (hk), 54 for dominance: specific 
heterosis (skk’), and 65 for additive‐by‐additive inter‐gametic epistasis (aakk’). Denominator degrees of freedom are 
listed under DDF.  The relative amounts of variance should not be interpreted as variance components. 
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Table 1.5 
Population structure estimates for ex‐PVP inbreds chosen as founders. 
 Inbreds Identified as Major Groups among Ex‐PVP Germplasm 
Founder  Marker‐inferred background (admixture values, Q) 
Inbred  B73  Mo17  PH207  A632  Oh43  B37  Mixed 
1  B73  0.998  0.000  0.000  0.000  0.000  0.000  0.000 
2  LH1  0.001  0.001  0.249  0.001  0.004  0.744  0.001 
3  LH123Ht  0.001  0.209  0.002  0.007  0.546  0.029  0.206 
4  LH82  0.038  0.062  0.329  0.001  0.154  0.007  0.409 
5  Mo17  0.001  0.997  0.001  0.000  0.000  0.001  0.001 
6  PH207  0.000  0.000  0.998  0.000  0.000  0.000  0.000 
7  PHG35  0.002  0.008  0.235  0.004  0.005  0.025  0.722 
8  PHG39  0.001  0.001  0.001  0.416  0.001  0.580  0.001 
9  PHG47  0.002  0.002  0.021  0.099  0.471  0.008  0.397 
10  PHG84  0.001  0.003  0.115  0.002  0.002  0.001  0.876 
11  PHJ40  0.005  0.240  0.002  0.038  0.002  0.227  0.486 
12  PHZ51  0.002  0.068  0.002  0.006  0.005  0.003  0.915 
 
Population structure estimates for the founder inbreds can be interpreted as the percentage of 
genome inherited from the inbreds representing the different major groups. The information 
presented is from results reported in Nelson et al. (2008) supplementary material. 
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1.8 Figures 
 
 
Figure 1.1 
Dendrogram of 12 elite maize inbreds revealed by Ward’s cluster analysis based on coancestry (f) 
estimated from pedigree data using KIN software (Tinker and Mather, 1993). The coancestry coefficient 
f determined for two inbreds is based on the probability that two random alleles are identical by 
descent.   
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Figure 1.2  
The parental lines were clustered based on phenotypic data for 57 traits. The phenotypic heatmap 
indicates that the two main clusters distinguish the inbreds with trait performance below the population 
mean across most of the traits evaluated. In the first main cluster, B73 (SS) and PHG39 (SS) form a sub‐
cluster with LH123HT (NSS) and PHG35 (NSS) due to similar cob and ear phenotypes. A second sub‐
cluster containing LH1 (SS), PHG84 (NSS), PH207 (NSS), and Mo17 (NSS) is characterized by a lower 
frequency of traits above the mean  compared with the first sub‐cluster, but tends to have higher trait 
values than inbreds in the second main cluster. The second main cluster is comprised of the stiff stalk 
PHJ40 and the non‐stiff stalks PHZ51, LH82, and PHG47, which flower earlier and have lower values for 
leaf, tassel, cob, and certain ear characteristics. The results of the statistical analysis and phenotypic 
clustering were visualized using the statistical environment R and the gplots package for the heatmap (R 
Development Core Team, 2010;  Warnes, 2009)2.
                                                            
2 R Development Core Team. 2010. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria. ISBN 3‐900051‐07‐0, URL http://www.R‐project.org 
Warnes GR. Includes R source code and/or documentation contributed by: Bolker B, Bonebakker L, Gentleman R, Liaw WHA, 
Lumley T, Maechler M, et al. (2009). gplots: Various R programming tools for plotting data. R package version 2.7.4. 
http://CRAN.R‐project.org/package=gplots 
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CHAPTER 2:  CHARACTERIZATION OF ROOT SYSTEM ARCHITECTURE AND 
COMPLEXITY IN A DIVERSE SET OF EX‐PVP INBREDS AND HYBRIDS 
 
2.1 Abstract 
 
Mature root systems are vital, yet often overlooked, components of plants of critical 
importance to overall plant performance. Unlike the aboveground portions of plants, root 
systems actively explore and respond to their environment via modulation of their architecture. 
Genetic variation results in a wide array of root phenotypes and reactions to different forms of 
stress, some of which are likely to be favorable adaptions and others unfavorable to plant 
performance. Commercial plant breeding practices have resulted in a steady increase in plant 
performance over time, along with noticeable changes in aboveground vegetative traits. In this 
study, a set of diverse 12 elite ex‐PVP inbreds and the intercrosses between them were 
evaluated for root system architecture and root complexity using a high through‐put 
phenotyping method in two environments. Images were collected of cleaned root system cores 
from multiple perspectives, which were then  processed in an automated fashion to measure 
root angle, stem diameter, and root complexity. Root complexity was defined as the density of 
branching and estimated using Fractal Dimensions (FD) on the sides and base of the root mass, 
referred to as horizontal (FDH) and vertical (FDV) FD. Additive effects and their interaction with 
the environment were highly significant for all four root traits. Significant total heterosis was 
observed for root complexity and angle, but not for stalk diameter. Significant specific 
combining ability was observed for FDV and root angle. Root angle was uncorrelated with the 
other root traits, but stalk diameter was moderately correlated with root complexity within the 
set of inbreds and hybrids. The inheritance of the root architecture and complexity traits 
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appears to be independent, as inbreds with various combinations of increasing and decreasing 
additive effects for the different traits were observed, except for root FDV and FDH. None of 
the inbreds had additive effects significantly increasing one while decreasing the other. This is 
the first report evaluating additive and non‐additive genetic variation for mature root system 
architecture and complexity in elite germplasm.  
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2.2 Introduction 
 
Plant root systems are typically responsible for the vital roles of plant anchorage, 
absorption of water, and assimilation of nutrients (Lynch, 1995). A defining feature of root 
systems is their plasticity and ability to adapt to environmental conditions (Williamson et al. 
2001). Root systems respond dynamically to local gradients of moisture and nutrients with 
directional growth and shaping their architecture to explore the heterogeneous soil matrix 
according to the needs of the plant (Nielsen et al. 1999; Kaeppler et al. 2000; López‐Bucio et al. 
2003). Different root system architecture responses in root hair number, primary and lateral 
root length and density, were observed in response to high and low nitrogen, phosphorus, 
sulfur, and iron conditions in culture media with Arabadopsis and Lupin (López‐Bucio, 2003). 
Variation for root hair length, and lateral root branch number and length in response to 
phosphorus deficit in maize has also been observed (Zhu et al., 2005a, 2005b). Plant root 
systems must cope with additional abiotic factors such as soil type, temperature, flooding, and 
wind sheer on above ground plant portion, along with biotic stresses including insect pests, 
diseases, nematodes, weeds, and competition by other plants, in the case of dense row crops. 
Genetic, environmental, and genotype‐by‐environment sources of variation for various root 
traits have been identified for maize (Grift et al., 2011; Trachsel et al., 2011; Zhu et al., 2005a). 
Root system performance has a major impact in the economics of commercial maize 
production, given its influence on yield under drought conditions, efficiency of nitrogen 
fertilizer uptake (Bänziger et al., 2000), and resilience to challenges posed by feeding by the 
major pest, western corn rootworm (Diabrotica vergifera vergifera). Changes in root system 
architecture and water acquisition in relation to plant density have been shown to be good 
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predictors of the historical elite maize yield (Hammer et al., 2009), highlighting the relevance of 
understanding the factors that influence root growth, development, and response to external 
factors.  
Maize root system development has been divided into two stages that correspond to 
embryonic and post‐embryonic growth (Feldman, 1994). The embryonic root system, formed 
during embryogenesis and developed during germination, consists of a primary root and a 
variable number of seminal roots that emerge from the scutallar node to assist the primary root 
within several days of germination (Abbe and Stein 1954; Feldman 1994). The number of 
seminal roots formed varies between genotypes, but has been observed to range between 0 
and 13 (Feldman, 1994; Hochholdinger et al., 2004). The exact contribution of the different 
parts of the early root system to water and nutrient absorption is not well defined (McCully, 
1999), but plants with only a branched primary root are viable (Hetz et al., 1996), while plants 
with only a branchless primary root are not (Woll et al., 2005). Post‐embryonic root 
development begins about a week after the primary and seminal roots emerge, as branching of 
the embryonic roots produces lateral roots that can continue to branch. Lateral roots together 
with root hairs play an important role in the absorption of nutrients and water by increasing the 
root’s surface area (Hochholdinger et al. 2004). Approximately two weeks after germination the 
post‐embryonic root system becomes prominent, as the coleoptilar node begins giving rise to 
the crown roots, a type of shoot‐borne root that develops from nodes below the soil surface. 
Brace roots, the second type of shoot‐borne roots, develop from nodes above the soil surface 
several weeks later as the plant matures (Hochholdinger, et al. 2004). In total, crown roots 
develop from about six compact underground nodes, while the first two or three above ground 
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nodes generate brace roots (Hoppe et al., 1986). Both of these types of roots also exhibit lateral 
branching, although the brace roots will not branch until they penetrate the soil. Additionally, 
adventitious roots can form at sites of wounding or hormone application (Hetz et al., 1996). At 
the cellular level, a defining feature of mature maize roots is the replacement of the epidermal 
tissue with a cortex derived exodermis that is lignified, suberinized, and has an additional 
casparian band (Feldman, 1994). Close environmental sensing of soil by root hairs in a structure 
named the rhizosheath is believed to provide roots with cues to tailor root growth to the needs 
of the plant (McCully, 1999).  
Despite the overall importance of the root system for maize productivity, there is a 
paucity of root data acquired from actual field experiments. This is probably a result of the 
intense labor required to excavate and clean intact root systems on a large scale and the 
challenge measuring individual root features or meaningfully phenotyping a root mass through 
visual inspection. In order to associate advantageous genetic variation for root characteristics 
with plant performance, a repeatable and rapid means of assessing root architecture is needed. 
Root branching is a key characteristic of root systems directly related to the functions of 
anchorage, and water and nutrient uptake. Bänziger et al. (2000) notes that maize requires a 
root‐length density of 1.0‐1.5 cm root / cm3 soil for acquisition of plant‐available water and that 
this is not usually achieved at soil depths below 70 cm, but root length densities of 3‐5 cm / cm3 
are typical in the top 30 cm of soil. For optimal productivity, a better distribution of the root 
system in the soil profile is preferable for increased root mass for nutrient and water 
absorption, as diversion of resources from shoot growth reduces leaf area and, therefore, the 
overall photosynthetic capability of the plant (Bänziger et al., 2000). Root branching expands 
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local root density with fewer resources than would be required to grow additional nodal roots 
and is related to the total volume of soil explored by a root system. Consequently, measure of 
the extent of root branching may be directly related to important root functions.  
 A root system with a single un‐branched root can be described as simple, whereas a 
root system comprised of many nodal roots that each have many branches can be described as 
complex. Therefore, root complexity is defined as the number of branching points per unit soil 
volume, with complexity increasing with the number of branch points. Actually counting the 
number of branch points on root samples would be impractical for the sample numbers 
required in field studies; however, like certain other biological shapes, root systems have the 
characteristic of self‐similarity, meaning that observing an object at different scales provides 
the same information and that the level of complexity can be quantified by estimation of the 
fractal dimension (FD) of roots. Root systems are considered to be approximate fractal objects 
over a finite range of  scales (Tatsumi et al., 1989). The property of self‐similarity enables 
inferences to be made to the whole root system, given observation of only a part of it. This is 
particularly useful considering that the imperfect methods of extracting root system cores in a 
reasonably swift manner inevitably result in the loss of some parts of the system. Root system 
architecture has been previously evaluated using FD using millet, rye, wheat, pea, peanut 
(Tatsumi et al., 1989), sorghum (Masi and Maranville, 1998; Tatsumi et al., 1989), common 
bean (Lynch and van Beem, 1993; Nielsen et al., 1999), and maize (Bohn et al., 2006; Eghball et 
al., 1993; Grift et al., 2011; Tatsumi et al., 1989). Wang, et al. (2009) related fractal analysis of 
roots in two cultivars to performance under drought. Transgressive segregation has been 
observed for the FD trait in a maize recombinant population, indicating that the parental 
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inbreds from which the population was derived, contain alleles that increase and decrease the 
trait (Grift et al., 2011). 
In order to investigate for the presence of significant genetic variation for root system 
architecture and complexity that may be relevant in elite maize performance, field experiments 
were conducting using the ex‐PVP inbreds and F1s described previously (Chapter 1). The 
experimental design enables estimation additive effects, line heterosis, specific combining 
ability, and total heterosis. The objectives of this study were to (1) determine the relative 
importance of additive and nonadditive genetic variation for root system architecture in elite 
germplasm, (2) characterize the ex‐PVP inbreds and hybrids for the root architecture traits, and 
(3) examine relationships between root complexity, angle, and stalk diameter. Insights on the 
root system architecture of the parents and F1s can direct the design of future experiments 
seeking to relate root complexity to performance using genetic mapping populations per se and 
testcrossed derived from the F1s.    
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2.3 Materials and Methods 
 
2.3.1 Germplasm 
This study utilized the previously described 12 ex‐PVP inbreds and 66 F1 hybrids 
obtained from crossing the inbreds in a diallel pattern without reciprocal crosses (Chapter 1). 
This set of materials has been shown to be genetically and phenotypically diverse and was 
shown to be a representative sample of modern elite germplasm. Elite commercial hybrids 
were evaluated with the F1s as checks. In 2010, sufficient seed was not available for one of the 
checks and the hybrid entries LH123HT × PHJ40, LH1 × PHJ40, and PHG39 × PHG84. Hybrid B37 
× H84 was added as an entry and an additional commercial check was used in place of the 
remaining missing entries.  
 
2.3.2 Experimental Design 
The inbreds and hybrids were evaluated in a generation block design with three 
replications evaluated at the University of Illinois Research Educational Center in Urbana‐
Champaign, IL, in 2007 and 2010 with standard agronomic practices for fertility and weed 
management. The inbreds and F1 hybrids were blocked separately in the same replication to 
minimize effects from differences in vigor. Entries were randomized within the generation 
blocks, and six commercial hybrids were used as checks and randomized with the F1s. The 
experiment was machine planted with 40 kernels per plot, which were later thinned back to 30 
plants. The plot size was 5.33 m long and 0.76 m wide corresponding to a final plant density of 
approximately 74,000 plants per hectare. Root sampling occurred in the growing season after 
the plants flowered. 
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2.3.3 Phenotyping 
The first plant of each plot was discarded to reduce environment effects, and the next 
consecutive five plants were tagged and cut at the third internode. Root cores with surrounding 
soil (approximately 0.3m3) of tagged plants were dug out and transported to the Agricultural 
Engineering farm of the University of Illinois, for cleaning and imaging processing. Roots were 
dunked in plastic tubs filled with water to remove most of the soil attached to the root system 
and then thoroughly cleaned with a high‐pressure power washer. Processed roots were then 
phenotyped with a custom designed imaging system comprised of a cabinet box with 
photographic lighting, a light diffusing screen, side view and top view cameras, sample rotation 
device, and network connection to a desktop computer (Figure 2.1). Details on the imaging 
system, image post‐processing, and image analysis and control via MatLab® code can be found 
in Grift et al. (2011). Lighting is projected into the imaging cabinet from the top through a 
diffusing cloth to minimize shadows cast by individual roots, which would otherwise complicate 
image analysis. After scanning the identifying barcode on the current sample’s tag, the program 
collects a top and side image inside the box without a sample in order to conduct background 
subtraction on sample images. The user is then prompted to load the root sample and the stalk 
portion of cleaned root sample is fixed onto a vertical spike mounted in the middle of the 
imaging cabinet on the bottom. This directs the bottom of the root upward into the view of the 
camera facing the bottom of the cabinet. The camera mounted the side of the box captures the 
side profile of root samples. The size of the cabinet, position of and field of view of the 
cameras, and the length of stalk retained regularly permit the whole root to fit within the 
dimensions of images collected from the cameras. After the user signals that the sample is 
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loaded, a stepping motor connected to the spike automatically rotates the sample through 360 
degrees in 90 degree increments. Bottom profile root images are collected from the top 
mounted camera at 0 and 180 degrees, while the side mounted camera collects images at 0, 90, 
180, and 270 degrees, generating a high contrast comprehensive two dimensional (2D) root 
profile with 6 images.  
Images were subjected to post‐processing for estimation of root fractal dimension (FD) 
with an automated routine. Image post‐processing included converting the color image to gray 
scale, bounding the root portion of the image with a square and cropping out the rest, 
conversion of the grayscale image to binary form using thresholding, application of the 
histogram equalization, and noise reduction smoothing with a median filter. Calculation of root 
FD from the images was done using the classical “box‐counting” method, also implemented via 
a MatLab® program. With this method, a fine grid is placed across the binary root image, where 
root strands are represented by white pixels, and the number of boxes needed to cover the 
root pixels is counted. Subsequently, grid size is increased by a factor of two and the procedure 
is repeated until the grid size is equal to the image size. FD is then calculated as the slope of the 
log of boxes needed to cover the roots plotted by the log of the reciprocal of the side length of 
the boxes across all iterations. FD is estimated for every image, which yields six estimates per 
sample phenotyped in this study. The FD of a 2D image is a continuous variable that falls 
between a value of one for a single un‐branched root to FD values approaching two, 
corresponding to a highly branched system. The two estimates of FD for the bottom of the root 
were averaged together for each sample and termed FDV for the fractal dimension in the 
vertical view. Likewise, the four estimates of FD per sample from the horizontal view were 
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averaged and termed FDH. This should adequately account for potential bias and variation that 
could result from examining a root system from a single perspective. Statistical analysis of FD 
was performed on plot means, which included trait estimates from five root samples.  FDV was 
calculated from a total of 10 root images and FDH calculated from 20 root images per plot.  
Three dimensional (3D) maize root topology can be approximated with a cylinder and 
cone, representing the stalk and the root section, respectively (Grift et al., 2011) (Figure 2.2). 
Following this model, the two main features of interest are the average stalk diameter and the 
average central angle of the root cone. Estimates for these root system characteristics can be 
extracted from the four lateral root images collected for each sample as detailed in Grift et al. 
(2011). A brief description of the method and the algorithm that was developed to 
automatically measure stalk diameter and root angle is provided. Stalk diameter (STD) is 
recovered as the average width, in pixels, of the stalk portion of the image, identified as the 
object with the largest contiguous intersection of the lowest pixel row (the roots are upside 
down in the image box). The images were then split into left and right halves based on the 
center of the stalk, and the left and right root angle, LA and RA, were calculated separately.  
In order to determine the angle of the root cone in the halved images, a position at the 
base of the cone must be determined, along with a point on the rim of the cone. LA and RA are 
calculated as the angle between the horizontal at the root cone base and root cone rim.  Due to 
the presence of irregular root features such as protruding brace roots near the base of the root 
cone, the onset of the root section in the image is taken as the point where the sum of the 
object’s pixels, when proceeding from the bottom of the picture to top, is greater than or equal 
to twice the radius of the stalk width. The rim of the cone is taken as the vertical point in the 
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image where the sum of the object’s pixels is maximized, when proceeding from the bottom of 
the image to the top. Thus, the calculation is based on the central root mass, a dense feature in 
the root image. This is important, because longer brace and crown roots in the top image may 
be bent in different directions, which would provide inaccurate estimates if used as a point of 
reference. The angle that a root system encompasses, referred to as the Root Top Angle, RTA, is 
then calculated as 180 degrees – (LA + RA). As there are four lateral images per sample, RTA is 
calculated from each perspective and averaged to yield an estimate of the angle of the overall 
3D root system. As with FDH, the plot mean estimates for STD and RTA are comprised of data 
from 20 images. 
 
2.3.4 Statistical Analysis 
Eberhart and Gardner’s (1966) general model was used to estimate genetic effects. The 
overall model accounting for genetic effects and the experimental design was: 
Yijklmn= µ + ei + rij + bk∙α + [al∙β + am∙β] + [hl + hm+ slm] + ebik + rbijk + Iilmn + εijklmn   [1]     
for each trait plot mean Y with intercept µ and the following effects with indexes for location 
(i),  replication (j), entry class (k), genotypic effects (l,m), and the plot (n):    
ei  =   ith environment, i = 1, 2; 
rij =   jth replication nested in the ith environment, j = 1, 2, 3; 
bk  =   effects accounting for the means of inbred, F1, and check classes of entries, k=1, 2, 3;  
al|am =   homozygote effect of the lth and mth line (additive effect), l, m = 1, 2, … 12; 
hl|hm =   line heterosis effect of the lth and mth line ;  
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slm =   specific combining ability of the cross of the lth and mth  lines;  
ebik =  interaction of the ith environment with the kth entry class effect;  
rbijk =  interaction of the jth replication nested in the ith environment with the kth entry class;  
Iilm =  Interaction of the genetic effects al, am with the ith environment;  
εijklmn =   residual error.  
The design parameters were specified as 
α    for the parent, F1 hybrids, and check entry classes when k = 1 are ‐1.00, 1.00, and 
0.00, respectively, and 0.00, 1.00, and ‐1.00 when k = 2;  
β =   1.00 for the Ith parent and β =  0.50 for the cross between the lth and mth inbreds in 
the F1 hybrids block; 
Due  to  the  lack of  segregating F1 derived F2 populations preventing  the estimation of 
additive‐by‐additive inter‐gametic epistasis compared to Chapter 1, slm is equivalent to specific 
combining  ability  in  this  study.  Statistical  analyses were  conducted with  SAS/STAT  software, 
Version 9.2 of the SAS System, using the CORR, MEANS, MIXED, and MULTEST procedures (© 
2008 SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Phenotypic information that was unavailable for certain 
plots was entered as missing data, resulting in an unbalanced design. The MIXED procedure to 
conduct  Type  III  ANOVAs with  all  factors  and  interactions  as  fixed  effects  using  a manually 
generated design matrix with restriction on the parameters to ensure estimability (see Chapter 
1). Contrast statements were used to determine the overall significance of genetic effects, and 
estimate  statements  provided  genetic  effect  estimates  for  each  line  or  cross, means  of  the 
entry  classes,  total  heterosis,  and  the magnitude  of  difference  between  ex‐PVP  hybrids  and 
checks. False discovery  rates  (Benjamini and Hochberg, 1995) were  calculated  to  control  the 
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family‐wise error rate of significance tests. Pearson correlations among traits were calculated 
using data on plot means.   
51 
 
2.4 Results 
 
2.4.1 Distribution of Phenotypic Data 	 	
A summary of the phenotypic data for the entry classes is provided in Table 1. Parental 
inbreds had significantly (q < 0.001) smaller average FD trait values than F1 hybirds. F1s and 
checks are similar for these traits, and were significantly different only for FDV at a level of (q < 
0.05). Minimum FDV, FDH, and maximum FDV for the parents are much lower than the hybrids, 
but maximum parent FDH is close to the maximum check FDH. Entry class means for STD were 
not significantly different. The average parental inbred RTA was significantly (q < 0.001) 
narrower than the average F1 hybrid RTA by about fourteen degrees. The mean F1 entry RTA 
was about 5 degrees wider than checks, significant at q < 0.001. RTA ranged from 37 to 86 
degrees within the parents, 52 to 85 degrees among the checks, and 46 to 102 degrees across 
the F1 entries. In general, parental root structure was less complex and is narrower than 
hybrids, but inbred stalks were as thick as hybrid stalks. The root structure of ex‐PVP hybrids 
appear to be similar to that of the few commercial checks investigated. Comparative 
histograms of entry class plot means by year for the root phenotypes show that root data were 
collected in highly divergent growing seasons that had a strong impact on performance for FDV, 
FDH, and STD (Figure 2.3 – 2.6), but not for RTA, which was not significantly different in 2007 
compared to 2010 across entry classes.  
  
2.4.2 Trait Associations	
Pearson correlation coefficients (rp) were calculated between composite traits (FDV, 
etc.) and their components (FDV image 1, FDV image 2, etc.) within the entry classes using plot 
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means (Table 2 and data not shown). The average phenotypic correlation between FDV image 1 
and image 2 and among FDH images 1 to 4 was 0.99 and 0.95, respectively, across parent, F1s, 
and check entry classes. Correlations between FDV and FDH were very strong for the hybrid 
entry classes (rp ≥ 0.90) and strong, but much lower, among the parents (rp = 0.77). Correlations 
between separate estimates of RTA from the four different horizontal images were moderate 
(0.58 < rp < 0.82). RTA was not well correlated with any of the other traits, though there was a 
low negative correlation (rp = ‐0.33) between RTA and STD among checks. Correlations among 
STD estimates calculated from the four horizontal images were similar across entry classes, 
ranging from rp = 0.74 to rp = 0.91, with an average of rp = 0.83. Correlations between STD 
estimates from different images and the average of the four were strong (rp ~ 0.93) across entry 
classes. Stalk diameter was moderately correlated with FD traits in the parents (rp = 0.52 to 
0.56), but the correlation was larger in the F1 and check entries (rp > 0.61).   
	
2.4.3 Model Effects	
F values for model parameters are shown in Table 3. The effect of the environment was 
highly significant (q ≤ 0.001) for FDV, FDH, and SD, and about the same size as total heterosis 
for FDV, more than twice total heterosis for FDH, and much greater than total heterosis for STD. 
The additive effect of lines was highly significant across the traits. Line heterosis was significant 
across all root traits. Highly significant specific combining ability was detected for RTA and 
implicated to a lesser degree for FDV (q ≤ 0.05). Highly significant total heterosis was observed 
for FDV, FDH, and RTA, but hybrids were not significantly different than the inbreds for stalk 
diameter in this population. The line by environment interaction was highly significant for all 
root phenotypes. Highly significant variation among the checks was observed, except for the 
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STD trait. F1s differed from check hybrids for FDV (q ≤ 0.01) and RTA (q ≤ 0.001), but not for FDH 
and STD.  
The additive effects of the lines are provided in Table 4, along with instances of notable 
line heterosis. The twelve inbreds are grouped based on the size and direction of their root trait 
effects. LH123HT, PHZ51, and Mo17 each have large positive additive effects for the FD and 
stalk diameter traits. The magnitude of LH123HT’s contribution to root FD in a hybrid is 
tempered by below average line heterosis, but this is not observed for PHZ51. B73 stands out 
from the other inbreds, having average FDV, strong positive FDH and STD, and the most narrow 
root angle. PHG39 and PHG84 contribute strong positive effects for FDV, but are otherwise 
average for the other root traits, while LH1 and LH82 contribute strong positive effects for RTA 
and strong negative effects for FD and STD. PHG47, PHJ40, and PH207 have negative effect 
estimates for all four root traits. FD effect estimates for PHJ40 are exceptionally negative 
compared with the other parents, about twice as large as the greatest effect from the other 
parents for FHV and FDH. PHG35 is estimated to have root characteristics close to the average 
for this population.    
The best performing F1s for FDV and FDH and the sum of the entry genetic effects for 
each root trait are shown in Table 5. The same entries had the best FDV and FDH performance. 
These entries displayed strong specific combining ability for FD traits, in addition to having large 
additive effects. Overall line heterosis was negative in each of the entries for FDV, but positive 
for FDH, except in the case of B73 x PHZ251. The contribution of line heterosis to FDH for the 
remaining entries was large to moderate, 0.011, 0.008, and 0.005 for Mo17 x PHG84, B73 x 
PHG84, and PHG x PHZ51, respectively. Of note, PHG39 and PHG84 have strong additive effects 
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for FDV, but average performance for FDH. LH123HT’s good performance for root complexity as 
an inbred did not translate to hybrid performance, due to poor line heterosis and specific 
combining ability. The lowest performing entries for root FD traits were all crosses with PHJ40, 
but crosses with LH1, LH82, and PHG47 did not perform well either, as expected.    
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2.5 Discussion 
 
This study employed a high‐throughput method to analyze the root architecture of 
mature field grown inbreds and hybrids representing a sample of the genetic diversity in 
modern elite germplasm. About 2,500 root cores were extracted, cleaned, and evaluated using 
an image based analysis (see Figures 1 and 7). Although only part of the maize root system was 
evaluated and damage to the root samples occured during the extraction and cleaning process, 
the method employed has several advantages. In addition to the utility of evaluating actual root 
architecture performance under field conditions, image analysis of cleaned root cores provides 
detailed information related to the overall 3D root structure. Dwyer et al. (1996) estimated that 
90% of total root biomass is located in the top 0.3m soil profile. Others have also found that 
most of the maize root biomass is located near the surface (Amos and Walters, 2006), 
indicating root core samples represent the major fraction of the total root system. Fractal 
dimension estimates of root complexity are a robust and easy method of summarizing what is 
an otherwise difficult trait to phenotype (Figure 7). The robustness of the FD traits means that 
close to the same information on root complexity is obtained from the different perspectives 
and images of the root system, which reduces the impact of sample damage and facilitates 
extrapolation to the unobserved portions of the root system. This robustness stems from the 
property of self‐similarity, which is the defining feature of fractal objects and inherent to many 
natural structures. Correlations between the separate FDH images for a sample were very high 
(rp ≥ 0.93), supporting the premise that root systems can be treated as fractal‐like objects. The 
correlation between FDH estimates in our study were greater than those reported in Grift et al. 
(2011). The smaller correlation (rp = 0.77) between FDV and FDH among the inbreds compared 
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to the hybrids could be a consequence of differences in root mass (see Figure 7), which is 
reduced in inbred material.  
Grift et al., (2011) evaluated 200 recombinant inbred lines (RILs) from the cross B73 x 
CML333 test crossed with PHZ251. The maximum values of FDV and FDH among the test 
crosses were about 1.878 in the Grift study, which is similar to the maximum observed F1 hybrid 
FDV and FDH in this experiment, 1.883 and 1.878, respectively. However, the average values for 
these traits among this study’s F1s (1.792 and 1.789) are on the low end of the distribution of 
their phenotypic data. This is likely a result of a combination of three factors. Our study 
included inbreds with poorer performance for root complexity, which extended the minimum 
observed F1 entry FD values by another tenth of the FD scale below those reported in Grift et al. 
(2011). In the Grift study, B73 was used as one of the parents of the recombinant inbred line 
(RIL) population, and PHZ51 was used as the RIL tester, both of which were high performing 
lines for root complexity among the ex‐PVP lines in this study. In addition, the Urbana 2007 
environment our material was tested in resulted in much lower population wide root FD 
estimates compared with 2010. The detection of highly significant additive effects for root 
complexity, estimated by FD, in environments with highly significant effects indicates that there 
is likely heritable genetic variation for this trait in the ex‐PVP germplasm. The highly significant 
additive effect‐by‐environment interaction for the root traits is of interest, as it suggests that 
the lines tested respond to the same environment differently, with regard to root system 
architecture and complexity.  
The means for RTA in our study were similar to those reported in Grift et al. (2011), but 
the range of observations extended slightly below 40 degrees and above 100 degrees. The 
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environments had no effect on RTA. This is interesting considering the strong influence of the 
environment on the other root architecture features. Factors such as differences in soil texture 
and fertility that were not tested in our study can be reasonably expected to influence root 
angles on a population‐wide basis. Trachsel et al. (2011) rated brace root angle visually on a 
scale of 1 – 9 and crown root angle on a scale of 3 – 9 using dug and cleaned root cores from 98 
B73 x Mo17 derived RILs, a subset of the Inter‐mated B73 by Mo17 (IBM) population, evaluated 
in three environments. They reported that the most repeatable root architecture trait for the 
IBM population in their study was crown root angle at 67%. As our method for calculating RTA 
does not involve removing brace roots, it can be understood as a brace root angle 
measurement, but becomes a crown root angle measurement in the absence of brace roots. 
Across a larger set of RILs chosen for root architecture diversity, the spearman‐rank correlation 
between brace and crown root angle in Trachsel et al. (2011) was about 0.5. While brace root 
angle may differ from crown root angle, brace roots comprise the bulk of post‐embryonic root 
biomass at maturity (see Figure 7), so root angle measurements based on them may be 
expected to be more related to other traits of interest.  
The distribution of plot means for stalk diameter was similar across the inbreds and 
hybrids, which was unexpected, given the differences in plant size of hybrids compared with 
inbreds. Concordantly, significant heterosis was not observed for this root trait. However, 
additive effects and additive‐by‐environment interactions were highly significant, indicating 
that there is significant genetic variation for this trait. Significant variation for stalk diameter 
between the checks was not observed, though they exhibited significant variation for FDV, FDH, 
and RTA. Out of the four root traits, it is likely that stalk diameter is the most sensitive to 
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variability between samples in a plot: differences in plant spacing that result in plants that are 
closer together than the average or the time of germination are unaccounted sources of 
additional competition that influence plant size. These sort of factors may also significantly 
influence root complexity and angle as well. Stalk diameter was moderately positively 
correlated  with FDV and FDH among the parents (rp ≥ 0.52), F1s (rp ≥ 0.61), and checks (rp ≥ 
0.68). Based on experience with root sampling, larger roots systems tend to have thicker stalks, 
so the additional root mass and density of larger samples may result in higher estimates of root 
complexity with the FD estimation method. Evaluating the performance of elite hybrids for root 
system architecture and complexity under density and fertility stress as it relates to yield is a 
logical extension of this work.  
Hammer et al., (2009) simulated the relationship of the historical maize yield trend with 
the interaction between canopy and root architecture with density using data from multiple 
decades of corn improvement and some field experiments. They noted that the median 
predicted yield at higher densities increased significantly with more narrow root angles across a 
variety of soil types, but only in the growing seasons that were wettest at the time of planting. 
However, root system architecture was more important for increasing yield at high density than 
canopy architecture. The gain in performance in the model was related to narrower root angles 
being associated with deeper root systems that could capitalize on additional water availability 
for biomass production. Hammer et al., (2009) estimated that the 6 Mg ha–1 historical increase 
in maize grain yield requires about 270mm more water than the varieties about a century ago, 
but  notes that while rooting depth was the critical architectural factor in their simulation, 
enhanced water extraction capacity is a alternative mechanism that could also explain the 
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improvement in performance at higher density. Changes in root system architecture, but not 
biomass partitioning, have been implicated in improved performance of maize for yield under 
drought stress  (Ribaut et al., 2009). There are few studies that directly measure partitioning of 
root biomass in field conditions, but a synthesis of a variety of studies suggest that, under 
normal conditions, root biomass is maximized around anthesis, and the ratio of root to stover 
(shoot) biomass gradually decreases from about 2:3 at emergence to 1:3 at flowering to 2:5 at 
physiological maturity (Amos and Walters, 2006).  
 There appear to be no comparable studies investigating heterosis in maize for mature 
post‐embryonic root architecture and complexity in field experiments. Experiments reporting 
data on the structure of the maize post‐embryonic root system in general are rare, so this work 
addresses a topic with sparse information. Highly significant total heterosis was observed for 
each trait except stalk diameter. However, significant line heterosis (additive heterosis) was not 
observed for any trait and significant specific combining ability was only detected for two of the 
four traits. Specific combining ability was important in the expression of RTA trait, but less so 
for FDV. Interestingly, the only traits for which the mean of the ex‐PVP F1s were detected as 
being different from the set of checks was for FDV and RTA. The parents could be grouped into 
contrasting classes based on additive effect estimates for the four root architecture traits. 
Groups of inbreds were identified that generally contributed increasing effects for all root 
traits, negative effects for all root traits, and combinations of increasing and decreasing effects 
for FD and RTA traits. Our population did not include an inbred contributing effects that 
meaningfully increased one FD trait and decreased the other. This is expected if roots can be 
considered fractals, but given the size of our population and the strength of positive correlation 
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between FDV and FDH (rp = 0.77) a larger population size would be required to adequately 
search for inbreds with divergent FD effects. Instances of inbreds with effects increasing FD 
while decreasing STD were not observed either, in agreement with the positive correlation 
between STD and FD traits. There was no apparent relationship between the heterotic pool a 
parent was derived from and the contribution of positive or negative FD effects in our set of 
material. Two stiff stalk inbreds and four non‐stiff stalk inbreds had positive effects for FD, 
while two stiff stalk inbreds and three non‐stiff stalk inbreds contributed negative effects for 
FD. This may suggest that the reciprocal recurrent selection breeding in commercial germplasm 
has not indirectly resulted in root complexity differences between the heterotic pools. The early 
maturing inbred PHJ40 and the earlier maturing hybrids derived from it had the lowest values 
for FDV and FDH, implicating maturity as a potentially influential factor for root complexity. 
Early maturing varieties accumulate less biomass in a growing season, due to a reduced 
vegetative growing phase and earlier flowering. The reductions in root size from reduced 
biomass accumulation (as indicated by PHJ40’s large negative effect on stalk diameter) may 
translate into lower overall root complexity. 
From the study of root complexity in the ex‐PVP material, there are several relationships 
of interest for further study. If root complexity is a good estimator of branching density, inbreds 
and hybrids with high FD should perform better under drought conditions, due to more 
efficient capture of water for a given amount of root biomass. Narrow root angles are also 
expected to be of assistance in water uptake under drought, as the root biomass is allocated 
deeper in the soil, where more remaining moisture would be available. Increased root 
complexity may be expected to increase the strength of plant anchorage, which could reduce 
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the frequency of lodging. The relationship between root complexity and fertility is more 
complex, since the most advantageous type of root structure is dependent on the most limiting 
type of nutrient(s) and local distribution. The relationship of root structure to grain yield in 
those cases might be better measured by the adaptability and quality of response of root 
growth to the environment, if root complexity itself is not predictive of nutrient uptake 
averaged across nutrients and environments. The relationship of root complexity and topology 
to performance in the context of plant density stress is of great interest, as increased yield at 
higher plant densities has been a major element of commercial hybrid improvement over time. 
Below ground, increased planting density increases the proximity of root systems, thereby 
increasing plant competition for nutrients and water.  
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2.7 Tables 
 
Table 2.1	
Mean, standard deviations, and minimum and maximum values  for root trait plot means for 
entry classes “Parents”, “F1 hybrids”, and “Check hybrids”.  
Trait  Mean ± Standard Deviation  Minimum ‐ Maximum 
Parents  F1s  Checks 1  Parents  F1s  Checks 1 
FDV  1.734 ± 0.057  1.792 ± 0.052  1.788 ± 0.041  1.555 ‐ 1.825  1.632 ‐ 1.883  1.700 ‐ 1.860 
FDH  1.756 ± 0.047  1.788 ± 0.048  1.797 ± 0.037  1.642 ‐ 1.855  1.663 ‐ 1.878  1.721 ‐ 1.858 
RTA    59.7 ± 11.3    74.2 ± 10.2    69.5 ± 8.5    37.2 ‐ 86.5    46.1 ‐ 102.5    52.8 ‐ 84.9 
STD  118.5 ± 37.1  120.7 ± 29.4  124.6 ± 30.7    54.5 ‐ 213.6    47.6 ‐ 225.2    66.8 ‐ 191.6 
 
1  Only data for the 5 checks present for both environments was included in the calculations. 
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Table 2.2   
Phenotypic correlation coefficients among root plot means within each entry class. 
Parent  
(n=72)  FDV  FDH  RTA  STD 
FDV  1 
FDH  0.77***  1 
RTA  0.13  ‐0.13  1 
STD  0.57***  0.56***  0.01  1 
F1  
(n=386)  FDV  FDH  RTA  STD 
FDV  1 
FDH  0.90***  1     
RTA  0.17  0.06  1   
STD  0.62***  0.63***  ‐0.13  1 
Check 
(n=45)  FDV  FDH  RTA  STD 
FDV  1 
FDH  0.93***  1 
RTA  ‐0.08  ‐0.13  1 
STD  0.68***  0.68***  ‐0.33*  1 
 
Unadjusted significances: ***  p ≤ 0.001, * p ≤ 0.05	
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Table 2.3	 	
Model parameter F‐values, significance, and estimates of environmental differences, total 
heterosis, and differences between F1 hybrids and check hybrids for FDV, FDH, RTA, and STD. 
F Value 
Effect  D.F.  FDV  FDH  RTA  STD 
ENV  1  226.06***  408.67***  0  89.99*** 
Reps(ENV)  4  1.93  2.60  2.10  1.28 
Lines  11  20.01*** 9.53***  11.54***  4.94*** 
Line Heterosis  11  1.70  1.84  1.56  1.57 
SCA 1  54  1.50*  1.19  2.39***  0.97 
Checks  7  3.89***  4.35***  6.70***  1.71 
Line x E  11  7.72***  3.73***  3.30***  2.44** 
Total Heterosis  x Env  1  9.99**  2.30  10.54**  0.30 
F1 vs. Checks x Env  1  0.65  0.76  2.78  1.33 
Checks x Env  4  3.10*  1.71  2.34  0.71 
Residual Covariance  395  49.00  0.000684 0.000488  573.38 
Estimate  Estimate (Standard Error) 
2007 ENV vs. 2010 ENV  1  ‐0.059***
(0.004) 
‐0.066*** 
(0.003) 
0.1 
(1.0) 
‐33.8*** 
(3.6) 
Total Heterosis  1  0.058***
(0.003) 
0.033*** 
(0.003) 
14.5*** 
(0.9) 
2.1 
(3.1) 
F1s vs. Checks  1  0.012* 
(0.004) 
0.000 
(0.004) 
5.2*** 
(1.2) 
‐3.9 
(4.0) 
 
1  SCA, Specific Combining ability 
False Discovery Rate familywise error rate significances are shown as ***, q  ≤ 0.001; **, q   ≤ 0.01; *, q  ≤ 0.05; 
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Table 2.4 
Genetic Effects of the Inbreds for Root Traits   
     
Inbred    Genetic  FDV  FDH  RTA  STD 
    Positive Additive Effects for Root Traits 
LH123HT  N  L 
LH 
0.059*** 
‐0.017* 
0.030** 
‐0.015* 
2.6 
‐1.7 
15.3 
‐7.7 
PHZ51  N  L 
LH 
0.046***
 0.000 
0.020* 
0.003 
13.6*** 
‐0.2 
44.7*** 
‐17.6** 
MO17  N  L  0.026*  0.020*  2.7  1.0 
  Positive FDH and STD, Negative RTA Effects 
B73  S  L  0.005  0.031**  ‐19.2*** 22.2* 
  Positive FDV 
PHG39  S  L  0.030**  0.009  0.1  ‐7.9 
PHG84  N  L  0.036**  ‐0.014  ‐2.5  8.5 
  Negative FD and STD, positive RTA Effects 
LH1  S  L  ‐0.029*  ‐0.027**  13.0***  ‐6.8 
LH82  N  L  ‐0.022○  ‐0.006  9.1**  ‐20.0○
  Negative Additive Effects for Root Traits 
PHG47  N  L 
LH 
‐0.032** 
0.014* 
‐0.011 
0.002 
‐5.1 ○ 
3.7* 
‐6.5 
‐3.8 
PHJ40  S  L  ‐0.118***  ‐0.067***  ‐9.1***  ‐42.6*** 
PH207  N  L  ‐0.014  0.003  ‐9.1***  ‐4.9 
    Neutral Root Trait Effects 
PHG35  N  L  0.012  0.012  3.9  ‐1.0 
           
Standard Error of 
Genetic Effects 
L 
LH 
0.010 
0.006 
0.009 
0.005 
2.7 
1.6 
9.4 
5.5 
 
False Discovery Rate familywise error rate significances are shown as ***, q  ≤ 0.001; **, q   ≤ 0.01; *, q  ≤ 0.05; 
○ , q ≤ 0.10  
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Table 2.5 
F1s with best performance for FD estimated root complexity and total entry effect for root 
traits. 
Trait Performance compared to F1 Mean 
Cross  Pool  FDV  FDH  RTA  STD 
B73 x PHZ51  SN  0.041  0.038  ‐5.1  10.4 
Mo17 x PHG84  NN  0.049  0.036  ‐2.1  20.7 
B73 x PHG84  SN  0.041  0.036  ‐4.4  14.4 
PHG39 x PHZ51  SN  0.045  0.030    9.0    1.3 
F1 Mean    1.792  1.788    74.2  124.6 
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2.8 Figures 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. 
 
Figure 2.1  
High through‐put image based root phenotyping workflow. A: Root system cores are dug manually and 
cleaned of soil. B: Processed roots ready for image analysis C: Diagram of root imaging system showing 
the spike where stalks of root samples are placed, camera positions, and light source.   
A.  B. 
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Figure 2.2 
Modeling root system architecture using a cone and cylinder during image analysis. For each lateral 
image, the center of the stalk is identified, and the width is measured in pixels. The image is split in half, 
and the image is analyzed from bottom to top. The vertical point at which the sum of the objects pixels 
are double those of the stalk radius is used as the beginning of the root cone. The line between that 
point and the rim of the cone is estimated, and the angle formed between that line and the horizontal is 
used to calculate right or left root angle. The root top angle is derived by 180 – right angle – left angle. 
The root top angle is estimated from four sides of the root system, each offset by 90 degrees. The 
overall estimate of root angle is the average of the four individual estimates.  
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Figure 2.3    
Histograms of plot means for Fractal Dimension Vertical (FDV) are shown by entry class and environment. 
N = 36 
N =188
N = 15 
N = 36
N = 198 
N = 15
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Figure 2.4  
Histograms of plot means for Fractal Dimension Horizontal (FDH) are shown by entry class and environment. 
N = 36 
N =188
N = 15 
N = 36 
N = 198 
N = 15
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Figure 2.5  
Histograms of plot means for Root Top Angle (RTA) shown by entry class and environment.   
N = 36 
N =188
N = 15 
N = 36 
N = 198 
N = 15 
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Figure 2.6  
Histograms of plot means for Stalk Diameter (STD) shown by entry class and environment. 
N = 36 
N =188 
N = 15
N = 36 
N = 198 
N = 15
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Figure 2.7  
The root mages above show samples with contrasting complexity and the derivation of stalk diameter 
and root angle. The images have been background subtracted and gray scaled. FDH and FDV are similar 
for the high complexity root, but FDV is much lower than FDH for the low complexity root. More 
complex roots tend to be larger and have wider stalks. 
FDH = 1.64 
FDH = 1.83
FDV = 1.57 
FDV = 1.84
Low 
Complexity 
High 
Complexity 
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CHAPTER 3:  EVALUATION OF A DIVERSE SET OF EX‐PVP INBREDS AND HYBRIDS 
FOR FOLIAR DISEASE INFECTION 
 
3.1 Abstract 
 
  Foliar diseases reduce the amount of photosynthetically active leaf tissue, which has 
typically been associated with a low but significant loss of yield. During severe epidemics, 
however, losses can be much greater. In an experiment planned with objectives other than 
examination of genetic variability for rust susceptibility in mind, pervasive late season common 
rust infection was observed, along with variation for severity; consequently, we took the 
opportunity to record quantitative estimates of the amount of diseased leaf area. Symptoms of 
grey leaf spot and northern corn leaf blight were also visible, but infection was restricted to 
certain plots. Within infected plots, variation for these diseases was slight, therefore only 
qualitative measures were recorded. For common rust, additive effects and the additive effect‐
by‐replication were highly significant. The mean of the F1 generation was not significantly 
different from the mean of the parental lines, consequently, no appreciable amount of total 
heterosis was detectable for common rust in the population. However, additive and specific 
combining ability were both highly significant, indicating that the hybrids deviated from the 
expectation based on the mid‐parent value, despite having a mean and variance similar to the 
parents. Interestingly, inbreds with additive effects for lower rust ratings, and many hybrids 
with significant specific combining ability for reduced rust tended to be low yielding in the 
environment tested. Rust severity was not associated with maturity, yield, or kernel weight. 
Hybrid checks had levels of leaf rust comparable to the F1 entries and superior performance for 
yield. Overall, contrary to expectation, post‐flowering rust infection was not a major factor 
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contributing to variation in yield, and the ex‐PVP germplasm appeared to exhibit some level of 
tolerance and resistance against the various leaf disease pathotypes present.   
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3.2 Introduction	 	
 
Selection for performance under pathogen challenge and disease resistance are 
important components of maize breeding (Russell, 1993). Widespread cultivation of hybrid corn 
across many geographic regions and climates predisposes maize to disease vulnerability (Pratt 
and Gordon, 2006). Oerke (2005) estimated the actual global crop loss of maize due to 
pathogens at 11.2% between 2001 and 2003. Even though increased plant density may be 
expected to increase the frequency of disease incidence and severity (Pratt and Gordon, 2006), 
the estimated crop loss percentage due to pathogens has increased little compared with 1964‐
1965 (Oerke, 2005). From 1964 to 2001, the typical planting density of commercial hybrids 
increased from around 60,000 plants hectare‐1 to 80,000 plants hectare‐1 or more (Duvick, 
2004), accompanied by a more than doubling of maize yield. Plant breeders routinely select for 
tolerance and resistance to sporadically occurring diseases, which tend to change over time and 
in response to changes in commonly used genotypes and cultural practices, such as tillage 
(Duvick, 2004).  
Qualitative disease resistance, conferred through major genes, is not as prevalent in 
maize as quantitative disease resistance, compared with other major grass crops which are self 
pollenating (Balint‐Kuri and Johal, 2009). Qualitative disease resistance is usually associated 
with specialist pathogens for which there are highly effective major resistance genes, known as 
“R” genes, while quantitative resistance typically refers to partial protection against generalist 
pathogens that afflict multiple kinds of crops (Pratt and Gordon, 2006). Notable examples of 
qualitative disease resistance used in maize breeding are the Ht genes for northern corn leaf 
blight, Exserohilum turcicum, (Welz and Geiger, 2000) and Rp genes for common rust, Puccinia 
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sorghi (Ramakrishna et al., 2002), A problem with resistance conferred by major genes is that 
resistance is frequently lost due to allele reversions at unstable loci, specificity to individual 
races of a pathogen which can eventually overcome by new pathotypes, and expression of 
resistance can be sensitive to environmental factors (Balint‐Kuri and Johal, 2009; Pratt and 
Gordon, 2006; Welz and Geiger, 2000). The presence of qualitative resistance may essentially 
select for new pathotypes already present in a pathogen population. A summary of 50 
publications on genetic mapping for maize disease resistance genes tallied 437 QTL and 17 
major genes (Wisser et al, 2006). Races of common rust exist that can overcome any known Rp 
major resistance gene and races of NCLB that can overcome the Ht major resistance genes 
initially employed have been discovered (Pratt and Gordon, 2006). Depending on the 
population examined, however, major disease resistance genes do not always provide complete 
resistance, but segregate as a large‐effect quantitative trait instead, suggesting that qualitative 
disease resistance loci may be interpreted as major QTL (Balint‐Kuri and Johal, 2009; Welz and 
Geiger, 2000). Many resistance genes occur in clusters near R gene loci and R gene analogs 
(Wisser et al, 2006); however, most maize QTL for disease resistance are associated with 
necrotrophic pathogens (Balint‐Kuri and Johal, 2009), and necrotrophic resistance usually 
involves different mechanisms than those mediated by R gene resistance to biotrophs 
(Glazebrook, 2005). The function of QTL involved in quantitative resistance to necrotrophic 
pathogens is poorly characterized (Balint‐Kuri and Johal, 2009), but can be expected to involve 
genes related to salicylic acid, jasmonic acid, and ethylene signaling, production of antimicrobial 
metabolites and proteins, and cell wall strength (Glazebrook, 2005). The salicylic acid, jasmonic 
acid, and ethylene signaling pathways mediate forms of systemic resistance, which is a broad 
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spectrum host‐plant defensive reaction in response to the detection of a pathogen, 
characterized in dicots (Balint‐Kuri and Johal, 2009, Glazebrook, 2005). Evidence suggests that 
these mechanisms are partially conserved in monocots, but do not appear to be as important 
for maize (Balint‐Kuri and Johal, 2009).  
Selection for qualitative resistance and screening diverse germplasm for major genes 
have both been effective methods for deriving disease resistant germplasm in public breeding 
programs (Pratt and Gordon, 2006; Ceballos et al, 1991). Commercial maize germplasm likely 
contains improved sources of quantitative disease resistance due to indirect selection through 
breeding for grain yield and some varying degrees of direct selection for disease resistance. For 
example, selection for the stay green trait may also contribute to a background level of partial 
disease resistance (Pratt and Gordon, 2006). Better stay green opposes early plant senescence; 
an important mechanism of yield loss due to foliar disease (Munkvold, 1999) Evaluation of major 
genes, QTL, and host‐plant disease responses in an elite genetic background is desirable for 
greater applicability of public research to modern maize production.  
During one year of a yield trial of a population of ex‐PVP inbreds and their F1s, infection 
by three major fungal foliar pathogens arose naturally and was observed to vary in severity 
among plots. While the objective of the experiment was not to evaluate disease resistance and 
susceptibility, data on leaf disease was recorded as a phenotype of opportunity. The 
experimental design of the population permits estimation of additive and nonadditive genetic 
effects averaged across the genome and can assess the importance of heterosis for the trait. 
The objectives of this study were to report observed susceptibility for three major fungal foliar 
pathogens, i.e., common rust, grey leaf spot, and northern leaf blight, and estimate additive 
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and nonadditive genetic effects contributing to susceptibility for common rust infection. 
Common rust infection was pervasive, so quantitative estimates of the severity of leaf area 
infection were made on each plot. The experimental design of the population permitted 
estimation of average additive and nonadditive genetic effects and the importance of heterosis 
using generation means analysis. The objectives of this study were to report observed 
susceptibility for three major fungal foliar pathogens, i.e., common rust, grey leaf spot, and 
northern leaf blight, and estimate additive and nonadditive genetic effects contributing to 
susceptibility for common rust infection.  
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3.3 Materials and Methods 
 
3.3.1 Germplasm 
This  study  utilized  the  previously  described  12  ex‐PVP  inbreds  and  66  F1  hybrids 
obtained  from crossing the  inbreds  in a diallel pattern without reciprocal crosses  (Chapter 1). 
This  set  of  materials  has  been  shown  to  be  genetically  and  phenotypically  diverse  and  is 
believed  to  be  a  representative  sample  of  a  targeted  portion  of  modern  elite  germplasm 
(Chapter 1). Six elite commercial hybrids, three Pioneer and three Dekalb, were evaluated with 
the F1s as checks. 
3.3.2 Experimental Design 
  The inbreds and hybrids were evaluated in a generation block design with three 
replications at the University of Illinois Research Educational Center in Urbana‐Champaign, IL, 
with standard agronomic practices for fertility and weed management. The inbreds and F1 
hybrids were blocked separately in the same replication to minimize effects from differences in 
vigor. Entries were randomized within the generation blocks and six commercial hybrids were 
used as checks and randomized with the F1s. Entries were grown in four row plots planted with 
40 kernels per plot and later thinned back to 30 plants per row. The row size was 5.33 m long 
and 0.76 m wide corresponding to a final plant density of approximately 74,000 plants per 
hectare. The same experimental design was superimposed on two fertility treatment blocks, 
nitrogen fertilization following standard recommendations (N plus); and no nitrogen 
fertilization (N zero). Two fertilized and three unfertilized replications were planted in the same 
field, and the remaining fertilized replication was planted in a separate but adjacent field. 
Fertilized and unfertilized sections of the field were separated by a border of eight plots of fill. 
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3.3.3 Phenotyping 
Significant presence of the foliar disease common rust (Puccinia sorghi) (Figure 3.1, A) 
was observed mid to late season in the N plus replications. Infection by rust was observed in 
every row of every plot and appeared to be uniformly distributed across the replications and of 
similar severity within the rows. The degree of rust infection in the unfertilized block of the 
experiment was much lower and did not appear to be necessarily uniform, consequently, only 
rust ratings among inbred plots were recorded from the three unfertilized replications. 
Infection is first observable as small chlorotic flecks (Figure 3.1, B) which can spread into 
reddish brown pustules, from which spores break through the leaf epidermis. Large 
concentrated patches of pustules are observed on acutely infected leaves. The amount of leaf 
area infected with common rust in a row was estimated visually using the following 0 – 9 scale: 
0 indicates no observed presence of common rust; 1 – 3: indicates gradations of minor 
presence of flecks and pustules (< 25% area) on a few leaves, 4 – 6: indicates gradations of 
moderate infection (on ~25% ‐ 50% of a leaf) on several leaves, 7 – 9:  indicates widespread 
infection (> 50% of a leaf) across many leaves, with a score of 9 being near total disease 
coverage of most leaves. A rating of 6 represents a much greater amount of leaf area covered 
by rust, compared with a rating of 4. Disease presence appeared to be uniform across the 
fertilized portion of the experiment, as every row was infected to some degree and infection 
within a row was usually similar.  
The characteristic patterns of grey leaf spot Cercospora zeae‐maydis and northern corn 
leaf blight Exserohilum turcicum were observed in some sets of four row plots (Figure 3.1, C and 
D). Since these diseases appeared to be confined to a small subset of entries and exhibited 
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similar levels of infection across the experiment when the disease was present, only the 
qualitative presence and absence of the disease was noted to identify susceptible genotypes. In 
plots where these diseases were present, every row of the four row plots was similarly infected. 
Common rust could be found on the same leaves as GLS and NCLB, though GLS infection was 
typically found on most leaves. The middle two rows of the four row plot were phenotyped for 
a variety of typical agronomic traits including, height, flowering time, stay green, soil plant 
analysis development (SPAD) meter readings, barrenness, moisture, grain yield adjusted to 
15.5% moisture, test weight, and ear, cob, and kernel characteristics. Most traits were 
described previously in chapter 1. SPAD meter readings estimate relative chlorophyll contents 
in leaf tissue and are used as a non‐destructive means of comparing differences in nitrogen 
assimilation between genotypes in different fertility treatments. The stay green trait is a score 
of the percentage of green (photosynthetically active) leaf tissue remaining late in the growing 
season, when significant variation for leaf senescence exists. The non‐disease traits were not 
evaluated as part of the dissertation and will be reported elsewhere, so only results pertaining 
to associations with the leaf disease traits are included here.   
3.3.4 Statistical Analysis 
A modified version of Eberhart and Gardner’s (1966) general model was used to 
estimate genetic effects. The overall model accounting for genetic effects and the experimental 
design was: 
Yjklmno = µ + rj + bk∙α + [al∙β + am∙β] + [hl + hm+ slm] + rbjk + Iilmn + εjklmno   [1]     
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for each trait plot mean Y with intercept µ and the following effects with indexes for replication 
(j), entry class (k), genotypic effects (l,m), plots (n), and rows within plots (o):    
rj =   jth replication, j = 1, 2, 3; 
bk  =   effects accounting for the means of inbred, F1, and check classes of entries, k=1, 2, 3;  
al|am =   homozygote effect of the lth and mth line (additive effect), l, m = 1, 2, … 12; 
hl|hm =   line heterosis effect of the lth and mth line ;  
slm =   specific combining ability of the cross of the lth and mth  lines;  
rbjk =  interaction of the jth replication with the kth entry class;  
Iilm =  Interaction of the genetic effects al, am with the jth replication;  
εjklmno =   random covariance of rows within plots (a subsampling repeated measure);  
The design parameters were specified as 
α    for the parent, F1 hybrids, and check entry classes when k = 1 are ‐1.00, 1.00, and 
0.00, respectively, and 0.00, 1.00, and ‐1.00 when k = 2;  
β =   1.00 for the Ith parent and β =  0.50 for the cross between the lth and mth inbreds in 
the F1 hybrids block; 
Due to the lack of segregating F1 derived F2 populations preventing the estimation of 
additive‐by‐additive inter‐gametic epistasis compared to Chapter 1, slm is equivalent to specific 
combining ability in this study. Since the experimental unit of this design is the plot, ratings on 
individual rows within plots were modeled using repeated measures with rows as the subjects 
and plots as the groups. Statistical analyses were conducted with SAS/STAT software, Version 
9.2 of the SAS System, using the CORR, MEANS, REG, MIXED, and MULTEST procedures 
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Copyright © 2008 SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. The MIXED procedure was used to conduct 
a Type III ANOVA with main effects and interactions specified as fixed effects using a manually 
generated design matrix with restriction on the parameters to ensure estimability. The random 
covariance of the repeated measures on rows within plots was estimated using maximum 
likelihood. Contrast statements were used to determine the overall significance of genetic 
effects and estimate statements provided genetic effect estimates for each line or cross, means 
of the entry classes, total heterosis, and the magnitude of difference between ex‐PVP hybrids 
and checks. False discovery rates (Benjamini and Hochberg, 1995) were calculated to control 
the family‐wise error rate of significance tests. Pearson correlation coefficients were calculated 
between disease plot means and the agronomic trait data. Potentially interesting correlations 
were examined using a Type III fixed effects ANOVA regression model with the agronomic trait 
as the dependent variable and independent variables : replication, entry class (e.g. parent, F1, 
and check), replication‐by‐entry class, pedigree nested within entry class, and the disease score 
as a quantitative variable. For northern corn leaf blight and grey leaf spot, plots with disease 
presence were coded as with 1 and plots lacking the disease coded with a 0.   
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3.4 Results 
   
3.4.1 Analysis of Variance 
  The distribution of common rust ratings across the experiment was very similar for the 
12 inbreds and the 66 hybrids, ranging from 2.0 to 8.0, with a mean 4.8 and 4.9, respectively 
(Figure 3.2). The range of rust infection observed among the checks was smaller at 4.0 to 6.0, 
with a mean rust score of 5.3. While the modern hybrid checks were not immune to the 
pathotype of common rust, the most extreme levels of rust infection observed in the ex‐PVP 
inbreds and their hybrids were not found among the check hybrids. The significance of model 
parameters is shown in Table 1. The average rust infection was significantly different across the 
replications. Investigation of the differences between replications showed that average 
infection in replication 3 (rust score = 5.2) was about 0.4 of a point higher than in the other two 
reps (rust score = 4.8). All genetic effects were highly significant, though the additive line effect 
accounted for the most variation. Significant variation in the performance of the commercial 
checks was not observed. Highly significant variation in the magnitude of the additive effect of 
the parental lines was observed across the replications, but this interaction was less significant 
than additive and dominance heterosis in the hybrid entries. Significant total heterosis was not 
observed, despite the importance of line and specific combining ability to hybrid performance. 
The ex‐PVP F1 hybrids had about 0.4 of a point lower rust infection than the check hybrids.  
Total heterosis‐by‐replication, hybrid checks‐by‐replication, and the difference between F1 
hybrids and checks by replication was not significant.  
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Inbreds from both the stiff stalk and non‐stiff stalk heterotic groups had significant 
positive and negative additive effects on rust prevalence. B73, LH123HT, PH207, and PGH47 
were significantly associated with increased rust infection, while LH1, Mo17, and PHG84 
significantly contributed to reduced rust presence (Table 2). Stiff stalk inbreds B73 and LH1 had 
very large and opposite effects on rust infection severity. Significant line heterosis was 
observed for reduced rust from LH82, PHG35, and PHJ40 and increased rust levels from 
LH123HT, PH207, PHG84, and PHZ251.    
  Significant dominance effects were detected in 27 out of the 66 F1s and corresponded to 
increased susceptibility as often as reduced susceptibility, though the severity reducing effects 
were of greater magnitude (Table 3). LH1 and PHJ40 were each parents of three hybrids with 
specific combining ability for reduced rust severity and four hybrids with specific combining 
ability that increased rust severity. Large negative specific combining ability was observed for 
LH1 x Mo17, the parents of which have large additive effects for reduced rust presence. LH1 x 
Mo17 had the lowest rust score least square mean (2.54).    
3.4.2 Northern Corn Leaf Blight and Grey Leaf Spot 
  Northern corn leaf blight (NCLB) is easily identifiable via a characteristic pattern of grey‐
green cigar or elliptical shaped patches, which can transect the parallel leaf veins (Figure 3.1, 
D). Infection by grey leaf spot (GLS) disease is characterized by distinctive grey rectangular 
lesions are bounded by leaf veins and can also appear on leaf sheaths (Figure 3.1, C). The 
incidence of these diseases on the inbreds and hybrids is shown in Table 3.4 and Figure 3.3. 
NCLB was not observed in all replications of any genotype, but PHG35 was a parent in five of 
the eight hybrids where NCLB was detected. GLS was observed in all three replications of LH1 
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and one replication of three different checks. GLS was frequently present in hybrids involving 
B73, LH1, PH207, and PHZ51. Infection by GLS was rarely observed in hybrids with LH123HT or 
LH82 as a parent. Each parent was used in 11 of the 66 hybrids and was a source of genetic 
variation in a total of 33 of the 198 F1 entry plots. 
3.4.3 Associations of Disease with Agronomic Performance 
  There were no notable correlations between estimated rust severity and the agronomic 
characteristics of interest. However, the parental inbreds with effects for reduced rust, LH1, 
MO17, and PHG84, along with many hybrids with significant specific combining ability for 
reduced rust (Table 3), particularly crosses with LH1, PHG84, and PHJ40, had below average 
performance for grain yield in the 2009 environment. Rust severity was not associated with 
flowering time and did not explain variation for yield in the full regression model accounting for 
block and genotypic effects. Grey leaf spot was not significantly associated with any agronomic 
character using regression. Based on regression, NCLB presence was significantly associated 
with a reduced number of ears harvested (p ≤ 0.05), with an effect size of ‐3.46 ears 
accompanied by a standard error of 1.61. Since disease infection within the experiment was 
most prominent during the grain filling period, the hypothesis that rust might be associated 
with lower kernel weight was tested with a quantitative regression model including plot means 
for disease scores and  yield components from phenotyped ears.  One hundred kernel weight 
was fitted to a model including the number of kernels per row, number of rows, and the 
disease score. The three diseases were tested in separate regression analysis, but none was 
significantly associated with kernel weight. Flowering time and stay green were not predictive 
of kernel weight either.  	
90 
 
3.5 Discussion 
 
For plant breeders, the natural occurrence of variation for traits that impact plant 
health, and potentially yield, is a great opportunity to learn more about the germplasm being 
evaluated and potential weaknesses and strengths within. Scoring genotypes for performance 
under significant naturally arising disease pressure is a common practice, though use of 
inoculation or sites with consistently high disease pressure is typical for resistance breeding and 
accurate characterization of host response (Bindiganavile et al., 2010; Pratt and Gordon, 2006). 
Uniformity of disease pressure is a major issue in the evaluation of germplasm for disease 
resistance. In this study, the decision to phenotype common rust was based on a visual 
observation that substantial presence of the disease distributed across the replications of the N 
plus treatment. The replicated design of the experiment and use of repeated measures on plots 
partly addresses potential issues in statistical analysis arising from unobserved variation in 
disease pressure. For GLS and NCLB, specific genotypes were often only observed infected in 
one out of the three replications. Despite this limitation, the use of common parents across 
many crosses is a kind of replication and implicates some of the parents as susceptible 
genotypes.    
In the Midwest, rust spores blow in from the south beginning in mid‐June to mid‐July 
and cool wet weather favors the development of the disease (Ortiz‐Ribbing, 2000). Yield losses 
result from significant rust leaf area infection, but loss varies depending on the susceptibility of 
the hybrid and the growth stage when infection occurs (Ortiz‐Ribbing, 2000). Yield loss from 
rust is associated with reduction in kernel size (Hooker, 1985). Young leaf tissue is more 
susceptible to rust infection (Pratt and Gordon, 2006). Major resistance to rust is associated 
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with the Rp gene region of 14 dominate alleles, and loci Rp2‐Rp6. but resistance alleles are race 
specific (Hooker, 1985). Studies on quantitative rust resistance agree that inheritance is mostly 
additive and GCA effects are important (Hooker, 1985). General resistance to common rust has 
been observed to be very dependent on the environment (Pratt and Gordon, 2006); however, 
common rust is generally not seen as a problem in commercial grain production (Munkvold and 
Gorman, 2006), which may imply some suitable level of disease tolerance in modern 
germplasm. The development of new or unique races of rust is still perceived as posing a threat 
(Pataky, 1999), but rust resistance is probably not much of a priority in maize breeding unless 
epidemics warrant more attention. Commercial hybrids with a wide range of fungal foliar 
pathogen susceptibilities are marketed, and farmers are encouraged to use resistant varieties 
as needed. Additionally, application of late season fungicide is an infrequently used, but 
sometimes economical, option for dealing with multiple leaf diseases when severe damage due 
to a combination of factors is anticipated (Munkvold and Gorman, 2006). 
In contrast to rust, overwintering is a more important mechanism of transmission for 
GLS and NCLB, and no‐till practices and planting corn after corn are known to sometimes 
increase disease pressure (Pratt and Gordon, 2006). No GLS races are known, but the disease 
has been observed to vary in aggressiveness. Resistance is believed to involve two or more 
mostly additive factors. Single gene sources of resistance have not been observed (Pratt and 
Gordon, 2006). At least six races of NCLB have been identified, along with six dominant race 
specific major genes (Ht1, Ht2, Ht3, Htm1, Htn1, NN) and sources of partial and quantitative 
resistance (Pratt and Gordon, 2006). GLS and NCLB susceptibility exists in the ex‐PVP material, 
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but is not widespread. Additional phenotyping of natural disease occurrence among the 
segregating progeny of the lines derived from the crosses would provide more insight into this.   
Heterosis for rust resistance was not significant, but general combining ability (GCA), 
and to a less extent specific combining ability (SCA) were, in a generation means experiment by 
Kim and Brewbaker (1976). A diallel analysis of 12 subtropical lines improved for disease 
resistance indicated GCA effects were most important for conferring resistance, but SCA 
sometimes important (Bindiganavile et al., 2010). In that study, resistance to seven diseases, 
including common rust, GLS, and NCLB, was evaluated. No significant effect correlations 
between the leaf diseases or the leaf diseases and yield were found. This was interpreted by 
the authors to suggest that resistance to the various diseases is inherited, resistance genes 
must be stacked, and sources of resistance for one pathogen don’t provide appreciable 
resistance to others. Broad spectrum general quantitative resistance to multiple diseases may 
be expected to involve smaller effects that are overshadowed by sources of major or partial 
resistance, which are easier to incorporate, specific to the pathotypes tested.   
The general results of this study on rust are in agreement with others where resistance 
was examined in multiple environments. Complete resistance was not observed in this 
population, suggesting that the pathotype causing the infection overcame any major genes that 
might have been present in the ex‐PVP population. However, significant segregating partial 
resistance was detected. The set of hybrids did not exhibit significantly more or less severe 
infection for common rust than their inbred parents, additive effects were most important, but 
not entirely sufficient to explain the observed variation. As with the Bindiganavile et al. (2010) 
study, no significant correlation between rust resistance and yield was observed. If yield 
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reductions due to foliar disease were on the order of a few percent, more precise estimates of 
rust may be necessary to attribute significant variation in disease presence to yield. Hooker 
(1985) noted the difficulty of distinguishing rust from other diseases later in the season, as well 
as the tendency of resistance to lessen as plants proceed towards senescence. Phenotyping rust 
earlier in the growing season might therefore be more useful than late season evaluation in 
future evaluations of the ex‐PVP material.  
Since kernel weight has been suggested as being influenced to a greater degree by rust 
than yield, a regression model estimating kernel weight using replication and genotype classes, 
and rust ratings as a quantitative covariate was examined, but the association between kernel 
weight and rust was non‐significant. The superior yield of the commercial check hybrids 
compared to the F1 hybrids, despite similar rust ratings, is another indication that despite the 
pervasiveness of the disease, its impact on yield was minimal. Strangely, the inbreds 
contributing the largest effects for reduced rust, LH1 and PHG84, were also poor yielding, while 
B73 yielded well, despite strong susceptibility. The good GCA of LH1 for rust is peculiar, as LH1 
is mostly derived from B37 (Table 1.1, 1.5), a line known to be susceptible to rust. Possibly the 
prevalence of GLS in LH1 rows also contributed to its poor performance. Growing degree day 
heat units to anthesis and silking were not significantly correlated with rust ratings, indicating 
that earliness and lateness of flowering was not an important factor influencing susceptibility.  
Additional experimental evidence is needed for substantial conclusions to be drawn, but 
the results are consistent with what is known about resistance for rust and its impact on 
performance. Specifically, post‐flowering leaf damage must be severe, usually compounded by 
the presence of multiple foliar diseases, to substantially reduce yield. Tolerance under low to 
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moderate late season infection, rather than outright resistance, appears to adequately 
safeguard yield in typical Midwestern agricultural environments. An elite nested association 
mapping population has been created from the F1 hybrids used in this study, and the first year 
of field trials for 1500 of the RILs has been completed. The connected design of this population 
may be quite useful for studying how loci for partial resistance traits interact with each other 
and the genetic background.     
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3.7 Tables 
 
Table 3.1   
F Values and significance of model parameters for ANOVA of common rust ratings obtained in 
the 2010 growing season. 
Effect  D.F.  F Value 
Replication  2  12.68***
Lines  11  29.13***
Line Heterosis  11  9.78***
Specific Combining Ability  54  9.12***
Checks  5  1.00 
Lines x Replication  11  4.46***
Total Heterosis  x Replication  1  1.23 
F1 vs. Checks x Replication  1  3.93 
Checks x Replication  5  2.07 
Covariance Parameter 
Rows, Subject = Plots  0.35 
Estimate   
Total Heterosis  1  0.06 
F1s vs. Checks  1  ‐0.43***
 
False Discovery Rate familywise error rate ***, q  ≤ 0.001;  
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Table 3.2 
Additive effects per se, additive effects in hybrid combination, and total additive effects of the 
parents for common rust rating. 
Heterotic 
Pool 1  Parent  Line 
Line 
Heterosis 
Total 
Additive 
SS  B73  1.51***  ‐0.16  1.36 
SS  LH1  ‐1.66***  0.02  ‐1.64 
NSS  LH123HT  0.43*  0.23*  0.66 
NSS  LH82  0.18  ‐0.53***  ‐0.36 
NSS  MO17  ‐0.74***  ‐0.12  ‐0.86 
NSS  PH207  0.55**  0.27*  0.82 
NSS  PHG35  0.51**  ‐0.30**  0.21 
SS  PHG39  ‐0.03  ‐0.01  ‐0.04 
NSS  PHG47  0.43*  0.24*  0.67 
NSS  PHG84  ‐1.57***  0.53***  ‐1.04 
SS  PHJ40  0.55**  ‐0.41***  0.15 
NSS  PHZ51  ‐0.16  0.23*  0.07 
 
1 Heterotic pool: SS, stiff stalk synthetic; NSS, non‐stiff stalk 
False Discovery Rate familywise error rate significances are shown as ***, q  ≤ 0.001; **, q   ≤ 0.01; *, q  ≤ 0.05; 
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Table 3.3 
Significant specific combining ability effect estimates for common rust rating. 
F1  Effect  F1  Effect 
B73 x LH82  ‐1.33***  LH82 x PHG35  0.77*** 
PHJ40 x PHZ51  ‐1.07***  B73 x LH1  0.70*** 
LH1 x MO17  ‐1.04***  LH82 x PHJ40  0.65*** 
PHG35 x PHJ40  ‐0.97***  LH1 x PH207  0.59*** 
MO17 x PHJ40  ‐0.77***  MO17 x PHZ51  0.58*** 
PH207 x PHG84  ‐0.76***  MO17 x PHG47  0.52** 
MO17 x PH207  ‐0.73***  LH1 x PHZ51  0.44* 
LH1 x PHG39  ‐0.72***  LH82 x PHG47  0.43* 
LH82 x PHZ51  ‐0.72***  PHG47 x PHJ40  0.41* 
PHG35 x PHG84  ‐0.67***  PH207 x PHJ40  0.41* 
LH123HT x PHG47  ‐0.67***  LH1 x PHG47  0.38* 
LH1 x LH82  ‐0.54***  PHG35 x PHZ51  0.38* 
PHG39 x PHG47  ‐0.49**  LH123HT x PHJ40  0.38* 
MO17 x PHG84  0.36* 
 
False Discovery Rate familywise error rate significances are shown as ***, q  ≤ 0.001; **, q   ≤ 0.01; *, q  ≤ 0.05; 
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Table 3.4 
Number of N plus replications for different genotypes with NCLB or GLS infection.  
NCLB Infection    GLS infection 
Genotypes with 
disease presence 
in one replication 
  Parents  Number of replications with 
disease presence 
LH1    LH1  3 
B73 x MO17  PHG47  2 
B73 x PHG35  PHZ51  2 
B73 x PHZ51  B73  1 
LH1 x PHZ51  LH123HT  1 
MO17 x PHG35  PHG35  1 
PHG35 x PHG39  PHG39  1 
PHG35 x PHG47     
PHG35 x PHG84  Check Entries 
  Check 2  1 
  Check 3  1 
  Check 5  1 
 
NCLB, northern corn leaf blight; GLS, Grey leaf spot;  
The total number of replications per genotype is 3. NCLB infection was not detected in multiple 
replications for the same genotype. GLS was observed in all three plots of LH1, and two of the PHG47 
and PHZ51 plots, which is an indication of susceptibility. Half of the check hybrids were infected with 
GLS in a single plot, indicating that complete resistance is not present in at least a subset of the hybrids 
tested. Due to a probable lack of uniformity of disease pressure and lack of quantitative measurements, 
potential sources of resistance cannot be identified within the population from the data. The frequency 
of GLS infection among hybrids derived from each parent is shown in Figure 3.3.  
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3.8 Figures 
 
 
Figure 3.1 
Examples of common rust (A, mature pustules; B low level infection, chlorotic spots), grey leaf spot (C, 
rectangular columns), and northern leaf blight (D, cigar shaped lesions of various sizes). Pictures A and C 
are from Bradley, C.A. (2010) Corn Disease Update. The Bulletin Issue 13, article 7.  
A  B
C  D
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Figure 3.2 
Histograms of plot means of rust ratings for “Parent”, “F1”, and “Check” entry classes are shown. The number of plot means for the parents, F1 
hybrids, and check hybrids is 36, 198, and 18, respectively. 
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Figure 3.3 
The bars show the frequency of northern corn leaf blight (NCLB) and gray leaf spot (GLS) presence 
among the 33 plots of half‐sibs for each parent. Each inbred was the parent of 11 hybrids, each 
replicated 3 times. Each hybrid is the member of two different parent classes, so the data are not 
independent. The frequency of GLS among hybrids with B73, LH1, PH207, and PHZ51, and NCLB among 
hybrids with PHG35 is suggestive of susceptibility.  
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CHAPTER 4:  ANALYSIS OF THE ROOT DEFENSE METABOLOME OF MAIZE (ZEA 
MAYS L.) IN THE PRESENCE AND ABSENCE OF WESTERN CORN ROOT WORM 
LARVAE (DIABROTICA VERGIFERA VERGIFERA) 
 
4.1 Abstract 
 
Western corn rootworm (WCR) (Diabrotica vergifera vergifera) is currently the most 
serious maize pest in North American agriculture and is in the process of colonizing Europe. 
Although transgenic Bt is a reasonably effective means of control, where production of 
genetically modified corn is accepted, natural host‐plant resistance may be of use for reducing 
economic damage incurred by this pest. Despite the importance of this pest in maize 
production, no studies examining the metabolic response of maize roots to feeding damage 
from WCR have been reported. The metabolic response elicited by WCR feeding may provide 
insight on plant defense strategies employed against this pest.      
The objective of this study was to compare the metabolic response of seedling roots of a 
maize hybrid subjected to western corn rootworm larvae feeding, mechanical wounding, and 
untreated controls. Large batches of root tips from treated seedlings grown in a replicated 
design in a growth chamber were collected, bulked, and processed for metabolite analysis. 
Shotgun gas‐chromatography mass‐spectrometry (GC‐MS) was performed on extracts from two 
biological replicates of bulks of 50 plant sample root tips per treatment. Extracts from the 
biological replicates were prepared using six different extraction protocols. Analysis of variance 
was performed on relative metabolite abundances of 95 metabolites in common across the 
treatments in order to detect significant variation for the effect of technical machine error, 
extraction protocol, and treatment. Significant variation due to technical error was rare, but the 
effect of the protocol on metabolite abundances was significant for a third of the metabolites 
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tested. Differences among treatments were tested with three contrasts per metabolite. A full 
model containing protocol, treatment, and protocol‐by‐treatment interaction parameters, 
along with a reduced model only containing the treatment effect, identified 30 metabolites 
with at least one significant treatment contrast. The metabolites with significant contrasts were 
then classified according to patterns of contrast significance and direction of effect. Many 
metabolites were observed to be more abundant in the WCR‐fed roots compared to 
mechanically wounded roots, but in many cases both of those treatments were not significantly 
different than the control. On the whole, abundances of many of the significant metabolites 
were reduced in mechanically wounded roots but enriched in WCR‐fed roots. A large portion of 
the metabolites with significant differences between WCR and the other treatments are 
associated with cell wall metabolism and defense‐related signaling pathways. Canonical 
discriminate analysis clearly separated samples from the different treatments using a subset of 
significant metabolites as predictors. Cluster analysis using the significant metabolites isolated 
WCR‐treated samples from wounded and control samples, but the quality of separation 
appeared to relate to the extraction protocol used. This is the first known public study 
identifying the metabolic response of maize roots to WCR feeding.  
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4.2 Introduction	
 
Maize (Zea mays L.) is a versatile crop, and its genetic variability has enabled adaptation 
to a wide range of agro‐ecological zones by breeding. Maize provides nutrients and energy for 
humans and animals, and is an important source of starch, oil, and protein. Unfortunately, 
abiotic (e.g., drought, nutrient deficiency, etc.) and biotic (e.g., insects and pathogens) stresses 
pose serious threats to maize production. Conventional breeding in combination with 
transgenic approaches can be used to develop high yielding cultivars with improved resistance 
to biotic threats, and improved levels of stress tolerance (Duvick, 2005).  
The Western Corn Rootworm (Diabrotica vergifera vergifera, WCR) is considered the 
most serious insect pest of maize in the U.S. causing estimated annual losses of one billion 
dollars (Pierce and Gray 2006), and is rapidly expanding in Europe (Gray et al., 2009). The 
continued dispersal of this pest through Europe has significantly increased the potential 
negative impact of WCR on maize production (Miller et al. 2005, Vidal et al. 2005, Gray et al. 
2009). In the U.S. cornbelt the WCR is univoltine, i.e., it has one generation per year. Adults are 
typically present in cornfields from May until the first frost and feed on maize foliage, pollen, 
silks, and developing kernels (Crowder et al. 2005). Over the course of several weeks, females 
may deposit an average of 500 eggs, which remain dormant until the following spring. After 
hatching in late May or early June, the WCR larvae move to nearby corn roots and start feeding 
on root hairs and small roots. By mid to late July, WCR larvae have progressed to the third 
instar stage and begin to pupate, with emergence of adults occurring a short time later. 
(http://ipm.illinois.edu/fieldcrops/insects/corn_rootworm/factsheet.html by Susan T. Ratcliffe, 
Michael E. Gray, and Kevin L. Steffey). 
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WCR larvae can move up to 100cm from the site of egg hatching to the site of adult 
emerging (Suttle et al. 1967; Short and Luedtke 1970). Soil factors such as bulk density, 
moisture, and macro‐pores, as well as carbon dioxide released from roots, affect larvae 
movement (Hibbard et al. 2003, Strnd et al. 1986). In the soil, a CO2 gradient is formed around 
the entire root mass. Western corn rootworm larvae are strongly attracted by CO2 and have the 
ability to detect small differences in its concentration, guiding the larvae to directly towards 
corn roots (Bernklau et al. 2004). Root feeding injury caused by WCR larval ranges from a few 
feeding scars and root tip injury to the destruction of entire root nodes. WCR root feeding 
compromises plant stability and the uptake of water and nutrients (Levine and Oloumi‐Sadeghi 
1991). Lodged plants decrease light penetration into the canopy resulting in reduced 
photosynthesis efficiency, obstruct harvesting, and ultimately yield reduction (Levine and 
Oloumi‐Sadeghi 1991). 
Plants developed an array of strategies to cope with insect attacks, including the 
activation of metabolic pathways, which considerably alter the plant’s chemical and physical 
status (Anderson et al. 2004). In order to minimize the effect of disease and herbivory, plants 
rely on both constitutive defense mechanisms, e.g., repelling herbivores through toxic 
compounds or by reducing the digestibility of plant tissues, as well as responses induced by 
feeding, e.g., expression of genes producing specific defense metabolites or proteins (Mello and 
Silva‐Filho, 2002). Salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA), ethylene (ET), and hydrogen peroxide, 
are plant‐specific hormones involved in the defense response of many plant species (Kunkel 
and Brooks 2002). Plants have developed a broad array of inducible secondary metabolites and 
proteins that have toxic and nutrition reducing effects on herbivorous insects, including various 
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terpenoids, alkaloids, phenolics, glucosinolates, cyanogenic glycosides, proteases, proteinase 
inhibitors, oxidative enzymes, and amino acid degrading enzymes (Goggin, 2010; Howe and 
Jander, 2008; Mello and Silva‐Filho, 2002). While the particular plant response elicited by insect 
feeding largely depends on the host and pest combination, jasmonate signalling appears to be a 
mediator of most herbivory induced defenses (Howe and Jander, 2008, Mcconn et al., 1997, 
Turner et al., 2002). Jasmonate, SA, and ET signalling cascades do not activate defenses 
independently but rather establish complex interactions that determine the response mounted 
in each condition (Ferry et al. 2004, Pieterse and Loon, 1999; Rojo et al., 2003, Turner et al., 
2002). These pathways lead to systemic responses by the plant called induced resistance (IR) 
and systemic acquired resistance (SAR). These induced plant defenses can cause reciprocal‐
induced resistance as well as signalling conflicts, which may compromise resistance to other 
pests.  
The overall goal of this study was to better understand how maize plants respond to 
mechanical wounding of their roots and WCR larvae root feeding. The specific objectives were 
to (1) compare metabolic profiles obtained from healthy roots, mechanically wounded roots, 
and roots damaged by WCR larvae; (2) identify the biochemical compounds that define the 
differences between the characteristic metabolic profiles for each treatment; and (3) examine 
the discriminatory ability of metabolic profiles obtained from six different extraction protocols. 
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4.3 Materials and Methods 
 
4.3.1 Plant Materials 
Maize cultivar CRW3C6, derived from cycle six of a recurrent selection program 
conducted by the USDA‐ARS Columbia, Missouri, to improve host plant resistance of maize to 
WCR larvae feeding, was used in this study. CRW3C6 shows moderate levels of WCR host plant 
resistance (Hibbard et al. 1999). A total of 300 plants were planted individually in 360 ml plastic 
containers and placed in a growth chamber. Growth chamber conditions were set to 14 hour 
photoperiod and 10 hour scotoperiod. Incandescent and florescent lights were used, and light 
levels of 650‐700 microEinstein were maintained. Temperatures were 28ºC for the photoperiod 
and 22ºC for the scotoperiod with humidity maintained at 60% and 80%, respectively. In order 
to mimic field conditions, maize seeds were planted in soil containing 1% nitrogen, 0.5% 
potassium and 0.5% phosphorus fertilizer. At the V3 development stage plants were subjected 
to their respective treatments. 
 
4.3.2 Experimental Design and Tissue Sampling 
The plants were grown in a randomized complete block design with three treatments: 
untreated control (Treatment 1), mechanical wounding (Treatment 2), and infestation with 
WCR larvae (Treatment 3). The 300 plants were divided into twelve groups of 25 plants that 
were randomly assigned to the treatments, resulting in four biological replicates per treatment. 
All plants assigned to Treatment 2 were wounded by repeatedly inserting a blade from the rim 
to the center of the plastic container. Each plant assigned to the WCR treatment was infested 
with 50 neonate WCR larvae at the V3 development stage. Root tissue was sampled 12 hours 
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after WCR inoculation or mechanical wounding under green light. The root and soil mass were 
gently lifted from the container, and five lateral roots were cut with a sterile disposable scalpel 
(about 3‐5 mm long sections of the root tip including the site of damage). Excised root tissue 
was immediately frozen in liquid nitrogen. Root tissue was also collected in the same manner 
for the untreated control. Root tissue was stored at ‐80C or in liquid nitrogen until it was 
processed later. Root samples were briefly washed with cold 80% ethanol for surface cleaning 
of remaining soil and blot‐dried before grinding. The amount of root tip tissue in about half of 
the replicates within treatments appeared to be inadequate. Consequently, for each treatment, 
two biological replicates with surplus root tissue were randomly bulked with deficient samples. 
Doing so resulted in two biological replicates comprised of root samples from 50 treated 
seedlings having ample tissue for extraction.    
 
4.3.3 Metabolite Extraction and Derivatization 
The root tissue was ground in liquid nitrogen and dried in a lyophilizer prior to 
extraction. A total of 10 mg of dried, ground root tissue of each sample was transferred into a 2 
mL Eppendorf tube. We used six extraction protocols (EPs) that were partly modified versions 
of already published extraction protocols. Protocols A, B, and C were adapted from the method 
described by Fiehn et al. (2000a, 2000b), while protocols D, E, and F followed the procedure 
used by Weckwerth et al. (2004). For protocol A, polar (methanol/water) and apolar/lipid 
(chloroform) extracts were combined, vortexed, and then phase‐separated into polar/apolar 
fractions by centrifugation at 4000 rpm for 15 minutes. Protocol B was similar to protocol A, 
except that polar and apolar extracts were not combined. Hence no phase‐separation step was 
necessary. With protocol C, we followed the same extraction procedure as for protocol B but 
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with a different solvent mixture (a 1:1:1 v/v/v mixture of isopropanol:acetonitrile:water) with 
no phase separation. Samples for protocol D were shaken at 4°C for 5 minutes, while shaking 
time was 30 minutes for protocol E and F. Protocols D and E were extracted in a solvent mixture 
of methanol:chloroform:water at 2.5:1:1 (v/v/v) ratio, while for protocol F, the solvent mixture 
was the same as for protocol C. Final volumes of the polar fractions were kept the same (2.0 
mL) in all extraction protocols. Hentriacontanoic acid (solution of 20 mg per mL in pyridine) was 
added as the internal standard to vacuum‐dried polar fractions (1.0 mL of the fraction), which 
were then derivatized using methoxamine hydrochloride and N‐methyl‐N‐(trimethylsilyl) 
trifluoroacetamide (MSTFA) as in Fiehn et al. (2000a).  
 
4.3.4 GC‐MS Analysis 
Derivatized extracts (1.0 µL) were injected to a GC (HP6890, Spectron‐HP, Kirkland, WA; 
with injection temperature 250C, split ratio of 7.5:1, inlet pressure 8 psi, interface temperature 
280ºC, and ion source kept at 200C), connected to an Agilent 5973 quadrupole mass 
spectrometer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA; m/z range 50‐800). The GC columns used 
were either HP‐5 or HP‐17 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA; 30m, 0.25mm inner diameter 
and 0.25m film thickness) with a temperature program of 70C solvent delay for 5 min, 5C 
per min increase to 310C maximum, 10 min isocratic, and then cooled down to 70C. Two 
separate injections were performed with the extracts in order to estimate and control for 
technical error. Mass spectra were compared with commercial databases (NIST 02: National 
institute of Standards and Technology 2002, NISTREP: NIST replicates collection) and GMD 
(Golm Metabolome Database), as well as libraries developed at the University of Illinois. 
Reference standards were used for peak identification and quantification. Metabolites with less 
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certainty with regard to compound identity, but not necessarily chemical class, are shown in 
italics throughout the results and discussion and referred to as putative identifications. 
Metabolites with poor quality identification by the mass spectral libraries were excluded from 
further consideration. 
 
4.3.5 Statistical Analysis 
Relative abundances of 63 confidently identified metabolites, having excellent matches 
to library spectral patterns, and another 32 putatively identified metabolites with an acceptable 
degree of similarity to library spectra, detected for every treatment, were used in the statistical 
analyses. An initial Analysis of Variance (ANOVA) was performed to investigate for differences 
among protocols, technical replications, and technical replications within the protocols with the 
following model: 
ijkijjiijky        [1] 
where y represents the mean relative concentration for a particular metabolite,   is the effect 
of the  thi  extraction protocol,   is the effect of the  thj technical replication,  ij is the 
interaction of the  thi  extraction protocol with the  thj technical replication, and   represents 
the residual error indexed by the  thk  biological replication. Technical replications were 
subsequently averaged together and the means used for further analysis. ANOVA was then 
performed to identify significant differences between the treatments across the six protocols. 
The full model was:   
ijkijjiijky       [2] 
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where y represents the mean relative concentration for a particular metabolite in a specific 
treatment,   is the effect of the  thi  treatment,   is the effect of  the thj  extraction protocol, 
and   represents the residual error indexed by the  thk  replication. In order to identify 
metabolite abundance differences between treatments consistent across all of the protocols, 
the analysis was also performed with a reduced model:  
iniiny         [3] 
where n  indexes all observations. All effects in models 1 through 3 were considered fixed 
effects. Pair‐wise comparisons between treatments, i.e., WCR vs. Control (Contrast 1, C1), 
Wounding vs. Control (Contrast 2, C2), and WCR vs. Wounding (Contrast 3, C3) were performed 
by constructing single degree of freedom contrasts. Model 3 was also used to examine 
differences between treatments in several chemical classes of metabolites. In this case, the 
predicted variables for each sample were the total abundances of following groups: amino 
acids, phosphates, citric acid cycle, nitrogen containing compounds, monosaccharides, di‐ and 
tri‐saccharides, sugar‐alcohols, and organic acids. Tests of significance were adjusted for 
multiple testing using the adaptive false discovery rate (FDR, Benjamini and Hochberg 2000). 
Samples were clustered based on standardized Euclidean distance calculated from a set of 30 
metabolites with significant treatment contrasts using Ward's minimum variance method. 
Canonical discriminate analysis was conducted using data for 18 metabolites with significant 
treatment contrasts from the reduced model 3. Statistical analyses were conducted with 
SAS/STAT software, Version 9.2 of the SAS System, using the MEANS, MIXED, MULTEST, 
CLUSTER, CANDISC procedures (SAS Institute Inc. 2008). 
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4.4 Results	
 
4.4.1 Analysis of Variance 
Across all treatments and extraction protocols, more than 700 different biochemical 
compounds were detected. About 85% of these compounds were found only in one out of the 
three treatments. A set of 95 metabolites detected in all three treatments was selected for 
comparison (Table 1). Chemical classes of identified metabolites included amino acids, nitrogen 
containing compounds, saccharides, sugar alcohols, phosphates, citric acid cycle metabolites, 
organic acids, and secondary metabolites. Significant differences were detected among 
protocols for the average metabolite abundance across treatments for 34 out of the 95 
metabolites tested (FDR q ≤ 0.05) (Table 1). Differences between technical replications across 
protocols and within protocols were only significant for two metabolites. Using the full model 
for treatment effects, 28 treatment contrasts were significant at a FDR level of q ≤ 0.05, and 
another 14 at a level between 0.05 ≤ q ≤ 0.10, corresponding to 20 and 9 unique metabolites 
respectively, and a total of about 15% of all contrasts (Table 2). Estimation of treatment means 
with the reduced model identified 25 significant (q ≤ 0.05) contrasts for 20 metabolites (Table 
2). At the FDR rate of 0.05, significant contrasts for the full and reduced model had 16 
metabolites in common. Of these, significant differences among protocols had previously been 
detected for five of the metabolites. Interaction among protocols and treatments in the full 
model was rarely significant before application of multiple testing adjustment, but two 
putatively identified metabolites with significant treatment contrasts (q ≤ 0.05, 2‐Keto‐L‐
gluconic acid, q ≤ 0.001 cysteine) also exhibited highly significant treatment‐by‐protocol 
interactions (unadjusted p ≤ 0.001). 	 	
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4.4.2 Contrast Classes 
The different patterns of significance among the contrasts for each metabolite can be 
grouped according to the presence or absence of significance and the direction of the effect. 
(Table 2). For example, contrast class (CC) 1.1 identifies metabolites where WCR‐fed roots had a 
significantly higher relative level than the control roots, WCR‐fed roots and wounded roots 
were not significantly different, and wounded roots were not significantly different than control 
roots. Graphic representations of different patterns of relative metabolite abundances among 
treatments and the contrast classes assigned to them are shown in Figure 4.1. A total of ten 
different patterns of significance were observed, with CC2 as the most frequently contrast 
pattern, accounting for about 1/3 of all metabolites with significant contrasts. This class 
specifies cases where metabolite response of WCR‐fed roots are opposite of wounded roots, 
but where neither treatment is significantly different from control root metabolite abundance. 
Several observations of interest regarding the patterns of significance are evident. When WCR‐
fed root metabolite abundances were significantly greater than control metabolite abundances, 
they also tended to be greater than those of wounded roots as well (CC1.1, CC3.1). When the 
wounding treatment was significantly different from the control, metabolite abundance of the 
wounded treatment was lower in all cases except for one (CC4, CC5, CC6). No metabolites for 
which the WCR and wounded root treatments were both significantly greater than the control 
were observed. However, trisaccharide, citramalic acid, and cysteine levels significantly lower in 
both compared with the control. The putatively identified amino acid cysteine (CC7.2.2.1) was 
the only metabolite for which all three treatments were significantly different from each other, 
116 
 
but the treatment‐by‐protocol interaction for this metabolite was highly significant (unadjusted 
p < 0.001) and the metabolite was not significant in the reduced model. 
4.4.3 Extraction Protocol Differences 
The relative quality of the extraction protocols (EP) for recovering metabolite 
abundances that discriminate among the treatments was assessed with two measures. 
Metabolites with significant differences among treatments (Table 3) represent a wide variety of 
chemical classes, but one third of these are amino acids (6) or phosphates (4). In order to 
determine if there were significant differences in the total abundance of the chemical classes 
among treatments, and if the EPs differed in the amount of the each chemical class detected, 
the metabolite abundances for amino acids, phosphates, citric acid cycle, nitrogen containing 
compounds, monosaccharides, di‐ and tri‐saccharides, sugar‐alcohols, and organic acids, were 
summed. In the overall analysis across protocols using the reduced model [3], no significant 
differences between the treatments for the metabolite chemical classes were detected. 
However, when the analysis was performed separately for each protocol, the treatment 
variable was significant at an FDR level of q ≤ 0.10 for protocols D, E, and F for phosphates, D 
for monosaccharides, and D and E for di‐ and tri‐saccharides.  
The second method of evaluating EP quality was to cluster the samples using the 
metabolites significantly associated with treatment effects. The results of the hierarchical 
cluster analysis are shown in Figure 4.2. Two main clusters were derived that primarily 
separated the wounded and control treatment samples from the WCR‐treated samples. 
Wounded and control samples derived from protocols D, E, and F were split into two sub‐
clusters of the first main cluster. In contrast, wounded and control samples from protocols A, B, 
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and C grouped together in the first cluster, except for samples from wounded biological 
replication 1, which associated with the WCR samples in the second main cluster. All but one of 
the WCR samples grouped into the second main cluster, indicating that WCR treated samples 
were consistently more similar to each other than the other treatments for the 30 metabolites 
evaluated. 
The ability to distinguish among the different treatments using the relative metabolite 
abundances was explored with a multivariate approach. Metabolites significant in the reduced 
model, where variation due to EP and the treatment‐by‐interaction was not accounted for, 
were used in a canonical correlation discriminate analysis. The best separation of all three 
treatment classes was achieved with the removal “caffeic acid” and “trisaccharide” as 
predictors, which had two of the least significant treatment contrasts (Figure 4.3). Two 
canonical components were significant, and Wilks' Lambda for the multivariate model was 
highly significant (p < 0.001). The first canonical component separates the control, wounded, 
and WCR treatments from left to right, while the second component separates the wounded 
treatment from the control and WCR groups. The “between canonical structure” variables show 
the correlation between the canonical components and original variables (Table 3). Ascorbic 
acid, 2‐O‐Glycerol‐alpha‐d‐galactopyranoside, lactose, and xylose had strong postive 
correlations with canonical component 1, while correlations of the component with GABA and 
citramalic acid were strong and negative. Glucaric acid and malic acid were strongly negatively 
correlated with canonical component 2. Proline, glycine, tryptophan, along with sugars and 
carbon intermediates had strong postive correlations with component 2.    
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4.5 Discussion 
 
WCR is the most important insect pest in maize production in the U.S. corn belt and is of 
increasing importance in Europe. Current WCR management strategies rest heavily on 
genetically modified maize hybrids carrying Bt genes active against WCR larvae (Moellenbeck et 
al., 2001). Seed treatments with insecticides, soil insecticides at planting time, and crop rotation 
systems are alternative or supplementary methods to control WCR larvae. However, WCR is 
known for its ability to circumvent control measures by developing resistance to soil 
insecticides or changing egg laying behavior (Grey et al.,2009; O'Neil et al., 1999). A recent 
report indicates that resistance to at least one variant of Bt toxin has developed in a WCR 
population in Iowa (Gassmann et al., 2011). Therefore, it is desirable to complement qualitative 
resistance component of the integrated pest management system with sources of quantitative 
host plant resistance. Improved quantitative responses to WCR feeding may also be useful 
adaptations for other soil pests, such as nematodes. 
Beginning with Bigger in the 1940s until today, more than 12,000 maize accessions, 
comprising inbreds, synthetics, and Open Pollenated Varieties, as well as maize relatives have 
been screened for resistance to WCR larvae feeding using trap crops or artificial infestation 
techniques. After initial evaluation for a wide array of traits associated with different resistance 
mechanisms active against WCR, less than 1% of this germplasm was selected for initiating 
recurrent selection programs. In general, the selected genotypes were characterized by large 
root systems and superior secondary root development following larval feeding. However, no 
maize cultivars with high levels of resistance under moderate to high insect pressure have been 
released. In order to overcome this predicament, investigation of the host‐plant‐insect 
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relationship at the genomic level is of great importance. Detailed knowledge of the response of 
maize against WCR larvae feeding will allow for the directed screening of germplasm banks for 
alternative allelic combinations which might contribute to WCR resistance. In this study, we 
investigated the root metabolome of a maize genotype with moderate WCR resistance in the 
presence and absence of WCR larvae.  
Using a series of six different extraction protocols we identified more than 700 biological 
compounds. Most were found only in a specific treatment, and the number of treatment 
specific metabolites was uniformly distributed across treatments. Among the large number of 
treatment‐specific compounds, some are likely to represent treatment‐specific responses, i.e., 
the compounds are only produced in measurable quantities if the plant is threatened by WCR 
larvae, mechanically wounded, or without biotic stress. Informative compounds could be 
signature metabolites useful for assessing the health status of plants. However, these 
compounds were not commented on, due to the high potential for false positives, uncertainty 
in identity, and the need for additional replications with more genotypes. Instead, the 
investigation highlighted metabolites detected simultaneously in all three treatments in order 
to compare abundance differences associated with the treatments and the resulting patterns of 
contrast significance.  
  Significant differences in metabolite abundance among treatments could be identified 
for 30 of the metabolites, comprising almost a third of those detected in common across 
treatments. Among these, significant differences were usually detected for one or two of the 
three possible contrasts for a particular metabolite. Metabolite abundances for the treatments 
were simultaneously significantly different from each other in only one instance. Compared to 
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control root tissue, WCR‐fed roots contained significantly less GABA, citramalic acid, 
trisaccharide, and cysteine, but more ascorbic acid, myo‐Inositol, galactopyranoside, gulose, 
glucaric acid, lactose, and caffeoylquinic acid. Metabolite abundances of the wounded roots 
were typically lower than those of control roots. In total, significant differences between WCR‐
fed tissue and control tissue were observed in a third of the metabolites with significant 
contrasts. Out of 21 metabolites with significant contrasts comparing WCR‐fed tissue with 
wounded tissue, metabolite abundances were greater in the WCR fed tissue in 19 of the 
instances. Of the 12 metabolite contrasts where wounded roots were significantly different 
than the control roots, metabolite abundances were lower in wounded roots for 11 of the 12 
contrasts. Overall, the detected metabolic response of WCR‐fed roots is characterized by 
increases in metabolite levels, while that of mechanically wounded roots is characterized by 
decreases.   
 A subset of metabolites with greater abundances in WCR‐fed roots than wounded or 
control roots are known to have functions related to cell wall metabolism and plant defense. 
Caffeoylquinic acid, caffeic acid, and tryptophan are precursors for lignin biosynthesis, which in 
addition to hemi‐celluloses polymerized from 5 carbon pentoses, such as xylose, are important 
for secondary cell wall strength (McMullen et al, 2009). Calystegine is a type of alkaloid with 
known glycosidase inhibiting activity, which is believed to be used as a plant defense to 
decrease the efficiency of digestion of sugars bound in cell walls. Interestingly, species of 
lepidoptera have adapted to sequester glycosidases from the plant tissue they consumed in 
their larval stage, which makes them less nutritious to their predators (Nash and Watson, 
1994). Pechan et al. (2000) found resistance to lepidoptera larval feeding in tropical maize 
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germplasm due to induction of the cysteine proteinase Mir1‐CP. Proline is known to be a 
common response to osmotic plant stress, but has also been observed as a response to reactive 
oxygen signalling triggered by incompatible plant‐pathogen interactions evoking the 
hypersensitive response in Arabadopsis (Fabro et al, 2004). Proline is a known antagonist of 
GABA, a plant pathogen defense elicitor (Haudecoeur et al, 2009), reactive oxygen scavenger, 
and potential insect defense compound (Bouché and Hillel, 2004). Ascorbic acid, which was 
significantly enriched in WCR‐fed samples compared with the controls, is known to participate in cell 
wall synthesis as a cofactor for hydroxyproline rich glycoproteins (Smirnoff, 2000). Additionally, 
oxidized ascorbic acid has been implicated as a toxic herbivory defense product via ascorbate 
oxidase (Felton and Summers, 1993) and as a key regulator of hydrogen peroxide levels, and 
hence oxidative signalling, which includes the oxidative burst in the hypersensitive response via 
ascorbate peroxidase (Smirnoff, 2000). Hydrogen peroxide is speculated to be a defense 
compound for pathogenic infections (Smirnoff, 2000). Lowered amounts of reduced ascorbic 
acid may one means of plant defense in response to herbivory (Bi and Felton, 1994), while 
hydrogen peroxide generated from the oxidation of ascorbic acid could further reduce the 
nutrition of the plant material. Ascorbic acid has important functions for insects, including the 
protection of the midgut epithelium from oxidative phenolics and tannins, as well as influencing 
susceptibility to pathogens, and there is evidence that herbivorous insects can influence redox 
status related to ascorbic acid, as well as its biosynthesis (Goggin et al., 2010). Studies involving 
the effect of too much or too little ascorbic acid in insect diets, including Lepidoptera, have 
demonstrated negative health and developmental consequences for both cases (Goggin et al., 
2010). Of note, precursors of ascorbic acid in two separate pathways, myo‐inositol, along with 
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glucose and fructose 6‐phosphate, were significantly more abundant in the fed treatment than 
wounded, but were also more abundant compared with the control roots.  While GABA 
abundance in WCR‐fed roots might be expected to be increased due to a possible defense 
reaction, the reduced abundance in the metabolite observed relative to the control might be 
related to a decrease in reactive oxygen scavenging, which could decrease the nutrition of the 
plant material to WCR larvae. There is a good body of evidence implicating the role of redox status in 
plant defense, and the results of this study also implicate its potential importance as a natural host‐plant 
resistance mechanism. In the present study, many of the metabolites with significantly different 
abundances in WCR‐fed roots compared to wounded or control roots have been previously 
associated with mechanisms of plant defense.  
Among the set of metabolites with significant differences detected in this experiment, 
the metabolic response of mechanical wounding appears to be quite different from root 
damage due to larval feeding. The reason is not obvious, but may indicate the tailoring of plant 
response to biotic insect damage versus abiotic wounding stress, or elicited, insect specific, 
responses (Korth and Dixon, 1997. Reymond et al. 2000). The multivariate canonical 
discriminate analysis showed that WCR‐fed roots were more similar to wounded roots than 
control roots along the first canonical component, which summarizes most of the between class 
variation. 
  Although the effect of the protocol and interaction between protocol and treatment 
was often non‐significant, comparison of the EPs indicates that the protocols of Weckwerth et 
al. (2004) may be better suited to capturing relevant variation among the treatments than 
those of Fiehn (2000a, 2000b), possibly due to better acquisition of phosphate and sugar 
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abundances. Sampling variation among the different extraction protocols in the experiment 
was likely minimized because the extractions were performed on common bulk tissue from the 
biological replications. The bulks contained a very large number of plant replicates, which 
should reduce the sampling error of treatment effect estimates. Technical machine error was 
controlled by subsampling the extracts using two GC‐MS runs per sample; however, this was 
not a large source of variation. Analysis of more bulks of fewer plant samples, thereby 
increasing biological replication, would have been preferable to subsampling the extracts.  
  Overall, the results of this study are promising for the discovery of metabolic biomarkers 
for plant responses to biotic and abiotic tissue damage. Many significant metabolites have 
known relationships to plant defense or are related to the regulation and generation of reactive 
oxygen. Evaluation of genotypes with some level of resistance alongside susceptible genotypes 
is required for inferences regarding the potential utility of metabolomics in identification of 
genetic variation associated with favorable or unfavorable reaction to WCR feeding.  
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4.7 Tables 
 
Table 4.1 
Metabolites identified across treatments, significance of extraction protocol differences, and treatment 
contrast estimates for relative metabolite abundance are given. 
Chemical Class  Metabolite 
EP1  
WCR 
– 
CONT2 
WOU 
– 
CONT3 
WCR 
–
WOU4  S.E.5
Amino Acids  Alanine  0.25  ‐0.72  0.98  0.91
Asparagine  ‐2.47  ‐4.56  2.10  5.93
Aspartic acid   ‐5.81  ‐8.26  2.45  9.75
GABA  ‐2.05  ‐1.46  ‐0.59  0.62
Glutamic acid   * 0.07  ‐2.89  2.97  3.84
Glutamine   ‐2.08  ‐6.35  4.27  3.36
Isoleucine  0.59  ‐0.63  1.22  0.96
Leucine  0.52  ‐0.34  0.86  0.88
Lysine  ‐0.11  0.23  ‐0.34  0.51
Methionine  ‐0.10  ‐0.31  0.21  0.10
Phenylalanine  0.28  ‐0.12  0.40  0.29
Proline  ‐1.11  ‐6.97  5.86  1.77
Serine  ‐1.58  ‐4.18  2.61  3.87
Threonine  ‐0.38  ‐1.76  1.38  1.12
Tryptophan   0.28  ‐0.81  1.09  0.45
Tyramine  *** 0.55  0.35  0.20  0.41
Tyrosine   0.37  ‐1.76  2.13  1.67
Valine  0.19  ‐1.41  1.60  1.23
Glycine   0.33  ‐1.67  2.00  0.74
Citric Acid Cycle  2‐Ketoglutaric acid   ‐0.49  ‐0.47  ‐0.02  0.63
Citric acid   *** ‐1.43  0.47  ‐1.89  0.81
Fumaric acid   0.05  ‐0.01  0.06  0.03
Isocitric acid  0.68  ‐1.14  1.82  0.75
Malic acid   ‐2.56  2.99  ‐5.55  2.17
Succinic acid   0.33  0.12  0.21  0.13
Conjugated Sugar  Galactopyranoside 6   0.064 ‐0.017  0.081 0.014
Di‐/tri‐saccharides  Raffinose  ‐0.05  0.05  ‐0.10  0.06
Sucrose   ‐12.01  3.03  ‐15.05  8.23
Glycoglyceride  Digalactosylglycerol   0.07  ‐0.02  0.09  0.031
Monosaccharide  Fructose  ‐10.48  ‐24.93  14.45  7.07
Glucose  * 11.85  ‐3.82  15.67  11.38
N‐Compounds  Adenosine  * 0.18  ‐0.09  0.28  0.086
Allantoin  ‐0.29  ‐1.29  1.00  1.19
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Table 4.1 (Continued) 
Chemical Class  Metabolite 
EP1  
WCR 
– 
CONT2 
WOU 
– 
CONT3 
WCR 
–
WOU4  S.E.5
Ethanolamine  * ‐0.04  ‐0.43  0.39  0.20
N‐Acetylglutamic acid   *** 0.25  0.17  0.07  0.13
Parabanic acid  ** ‐0.19  0.34  ‐0.53  0.38
Putrescine  0.19  0.005  0.19  0.47
Urea  *** ‐0.05  ‐0.04  0.00  0.06
Organic Acids  2‐Keto‐gluconic acid   0.31  0.10  0.21  0.16
Aconitic acid   ‐4.22  4.57  ‐8.79  4.45
Ascorbic acid  ** 0.56  0.05  0.51  0.13
Coumaric acid  * 0.05  0.02  0.03  0.05
Gluconic acid   0.00  ‐0.53  0.54  0.68
Itaconic acid   *** 0.19  ‐0.35  0.53  0.46
Palmitic acid   *** ‐0.15  ‐0.30  0.15  0.25
Pentanoic acid  *** 0.14  0.18  ‐0.04  0.13
Phthalate ester  0.96  1.41  ‐0.45  0.70
Pyruvic acid  0.03  0.01  0.02  0.01
Quinic acid   ** ‐0.68  ‐1.72  1.04  0.78
Salicylic acid  0.22  0.09  0.13  0.12
Sinapinic acid   *** 0.22  0.09  0.13  0.23
Stearic acid   *** ‐0.03  0.02  ‐0.05  0.06
Threonic acid   ‐0.07  0.13  ‐0.20  0.33
Caffeic acid  0.090 ‐0.044  0.133 0.046
Ferulic acid  0.05  ‐0.02  0.07  0.04
Phosphates  Fructose‐6‐phosphate   *** 0.21  ‐0.15  0.35  0.12
Glucose‐6‐phosphate   ** 0.17  ‐0.72  0.89  0.22
Phosphoric acid  *** ‐6.88  ‐11.75  4.87  3.19
Sugar‐Alcohol  Galactinol  0.03  0.06  ‐0.04  0.04
Glycerol   *** 0.11  ‐0.11  0.22  0.15
Myo‐Inositol  1.25  ‐0.98  2.23  0.43
Other  Tocopherol  ** ‐0.23  ‐0.20  ‐0.03  0.12
Fatty Acid  *** ‐0.001 ‐0.029  0.028 0.019
Putatively Identified Metabolites 
Alkaloid  Calystegine  ** 0.11  ‐0.11  0.22  0.05
Amino Acid  Cysteine  ‐0.058 ‐0.078  0.021 0.008
L‐Argininmonohydrochloride  ‐0.12  ‐0.12  0.01  0.07
Carbon Metabolism  Citramalic acid  ‐0.11  ‐0.14  0.03  0.04
Di‐/tri‐saccharides  Isomaltose  ‐0.08  0.05  ‐0.12  0.08
Lactose  0.26  ‐0.03  0.29  0.080
Maltose  0.091 ‐0.073  0.164 0.054
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Table 4.1 (Continued) 
Chemical Class  Metabolite 
EP1  
WCR 
– 
CONT2 
WOU 
– 
CONT3 
WCR 
–
WOU4  S.E.5
Trehalose  ** 0.04  ‐0.12  0.16  0.07
  uncharacterized Trisaccharide  ‐0.033 ‐0.059  0.026 0.011
Glycolosis  2‐Phosphoglycerate  0.24  0.03  0.21  0.13
Monosaccharide  Arabinose  *** 0.05  0.05  0.01  0.06
Galactose  ** 0.00  ‐0.05  0.05  0.02
Gulose  ** 8.17  ‐3.58  11.75  2.75
uncharacterized monosaccharide   1.90 ‐3.15  5.05  0.91
Ribose  ‐0.42  0.42  ‐0.83  5.10
Xylose  0.22  ‐0.03  0.25  0.089
N‐Compounds  Ornithine  ‐0.09  ‐0.02  ‐0.07  0.07
Orotic acid  ‐0.06  ‐0.29  0.22  0.25
Suberyl glycine  ‐0.43  ‐0.73  0.30  0.35
Organic Acids  2‐Aminoadipic acid  ‐0.01  0.32  ‐0.33  0.77
2‐Keto‐L‐gluconic acid  ‐0.13  ‐0.23  0.10  0.06
Lignin  Caffeoylquinic acid  0.030 0.008  0.023 0.011
Phenolic Compounds  p‐hydroxyacetosyringone  0.49  ‐0.32  0.80  0.47
Phosphates  Myo‐Inositol‐1‐phosphate  *** 0.00  ‐0.03  0.03  0.02
Phosphonic acid  ‐1.11  ‐1.31  0.20  0.44
Sugar‐Acid  Glucaric acid (R.T. 24.5)  0.029 0.125  ‐0.097 0.027
Glucaric acid (R.T. 29.5)  ‐0.06  0.23  ‐0.30  0.09
Sugar‐Alcohol  Xylitol  0.07  0.02  0.04  0.03
Other  Butylbenzenethiol 7 *** ‐0.02  0.03  ‐0.05  0.07
Unknown1  ‐0.49  2.23  ‐2.73  1.26
Unknown2  0.27  0.23  0.04  0.64
Unknown3  *** ‐0.12  ‐0.06  ‐0.06  0.10
 
1  EP, extraction protocol  
2  WCR – CONT, WCR‐fed – control contrast  
3  WOU – CONT, wounded – control contrast  
4  WCR – CONT, WCR‐fed – wounded contrast  
5  S.E., standard error 
6  “2‐O‐Glycerol‐alpha‐d‐galactopyranoside”  
7  “2,4,6‐Tri‐tert.‐butylbenzenethiol” 
Significances of Extraction Protocol were calculated from model [1] and adjusted for multiple testing: False Discovery 
Rate  familywise error rate significances are shown as ***, q   ≤ 0.001; **, q     ≤ 0.01; *, q   ≤ 0.05;   Estimates were 
rounded  for  clarity.  Significant  contrast estimates are  shown  in bold.  S.E.,  standard error  calculated  from  the  full 
model. R.T., retention time on chromatogram. Standard errors from the reduced model are typically larger.  
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Table 4.2 
Metabolites with significant contrasts in the full and reduced model, their chemical class, and contrast estimates, grouped by patterns of 
contrast significance.  
Class  Name 
EP1   
WCR 
– 
CONT2 
FM 
/ 
RM3 
WOU 
 – 
CONT4 
FM  
/  
RM3 
WCR 
– 
WOU5 
FM 
/  
RM3 
S.E. 5  Contrast Patterns6   C1  /  C2  /  C3 
Pattern 
Class7 
Lignin  Caffeoylquinic acid  0.030  ○ / NS  0.008  0.023  0.011  +  /  NS  /  NS  1.1 
Amino Acid  GABA  ‐2.05  * / * ‐1.46  ‐0.59  0.62  ‐   /  NS  /  NS  1.2 
Amino Acid  Glycine   0.33  ‐1.67  2.00  ○ / *  0.74  NS  / NS  /  +  2.1 
Amino Acid  Tryptophan   0.28  ‐0.81  1.09  NS / ○ 0.45  NS  /  NS  /  +  2.1 
Organic Acids  Caffeic acid  0.090  ‐0.044  0.133  ○ / *  0.046  NS  /  NS  /  +  2.1 
Phosphates  Fructose‐6‐phosphate   *** 0.21  ‐0.15  0.35  * / NS 0.12  NS  /  NS  /  +  2.1 
Alkaloid  Calystegine  ** 0.11  ‐0.11  0.22  * / * 0.05  NS  /  NS  /  +  2.1 
N‐Compounds  Adenosine  *  0.18  ‐0.09  0.28  * / NS 0.086  NS  /  NS  /   +  2.1 
Monosaccharide  Xylose  0.22  ‐0.03  0.25  ○ / *  0.089  NS  /  NS  /   +  2.1 
Di‐/tri‐ Maltose  0.09  ‐0.07  0.16  * / * 0.054  NS  /  NS  /   +  2.1 
Glycoglyceride  Digalactosylglycerol   0.07  ‐0.02  0.09  ○/ NS  0.031  NS  /  NS  /   +  2.1 
Citric Acid Cycle  Malic acid     ‐2.56    2.99    ‐5.55  ○ / *  2.17  NS  /  NS  /   ‐  2.2 
Sugar‐Acid  Glucaric acid (R.T. 29.5) 8 ‐0.06  0.23  ‐0.30  */ NS 0.09  NS  /  NS  /   ‐  2.2 
Di‐/tri‐ Lactose    0.26  * / * ‐0.03    0.29  * / * 0.080  +    / NS    /  +  3.1 
Conjugated Sugar  Galactopyranoside 9 0.064  ** / * ‐0.017  0.081  * / ** 0.014  +   /  NS   /   +  3.1 
Organic Acids  Ascorbic acid  **  0.56  * / * 0.05  0.51  * / * 0.13  +   /  NS   /   +  3.1 
Sugar‐Alcohol  Myo‐Inositol  1.25  ○ / NS  ‐0.98  2.23  ** / ** 0.43  +   /  NS   /   +  3.1 
Monosaccharide  Gulose  **  8.17  ○ / NS  ‐3.58  11.75  ** / * 2.75  +   /  NS   /   +  3.1 
Trisaccharide  ‐0.033  ○ / NS  ‐0.059  ** / *  0.026  0.011  ‐   /    ‐    /   NS  4.2 
5 Carbon  Citramalic acid  ‐0.11  ○ / NS  ‐0.14  * / *  0.03  0.04  ‐    /   ‐    /  NS  4.2 
Amino Acid  Proline    ‐1.11    ‐6.97  * / *  5.86  * / * 1.77  NS  /   ‐    /  +  5.1 
  Monosaccharide    1.90    ‐3.15  * / NS  5.05  ** / ** 0.91  NS  /   ‐    /  +  5.1 
Phosphates  Glucose‐6‐phosphate   ** 0.17    ‐0.72  * / NS  0.89  * / * 0.22  NS  /   ‐    /  +  5.1 
Sugar‐Acid  Glucaric acid (R.T. 24.5)    0.03    0.13  ** / *  ‐0.10  * / * 0.027     NS  /   +    /    ‐  5.2 
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Table 4.2 (Continued) 
Class  Name 
EP1   
WCR 
– 
CONT2 
FM 
/ 
RM3 
WOU 
 – 
CONT4 
FM  
/  
RM3 
WCR 
– 
WOU5 
FM 
/  
RM3 
S.E. 5  Contrast Patterns6   C1  /  C2  /  C3 
Pattern 
Class7 
Amino Acid  Methionine  ‐0.10  ‐0.31  ○ / NS  0.21  0.102  NS  /   ‐    /  NS  6.2 
Monosaccharide  Fructose  ‐10.48  ‐24.93  * / *  14.45  7.07  NS  /   ‐    /  NS  6.2 
Phosphates  Phosphoric acid  ‐6.88  ‐11.75  * / NS  4.87    3.19  NS  /   ‐    /  NS  6.2 
Organic Acids  2‐Keto‐L‐gluconic acid   ‐0.13  ‐0.23  * / NS  0.10  0.06  NS  /   ‐    /  NS  6.2 
Phosphates  Phosphonic acid  ‐1.11  ‐1.31  ○  / NS  0.20  0.44  NS  /   ‐    /  NS  6.2 
Amino Acid  Cysteine 10    ‐0.058  *** / NS  ‐0.078  *** / NS  0.021  ○ / NS 0.008  ‐    /   ‐     /  +  7.2.2.1 
 
1  EP, extraction protocol  
2  WCR – CONT, contrast C1: WCR‐fed – control  
3  FM, Full Model; RM, Reduced Model  
4  WOU – CONT, contrast C2: wounded – control contrast;  
5  S.E., standard error calculated from the full model 
6  ordered patterns of contrasts: NS, non‐significant; +, positive contrast estimate; ‐, negative contrast estimate  
7  Arbitrary designation of classes related to figure 4.1  
8  R.T., Retention Time of mass spectral peak in the chromatogram 
9  “ 2‐O‐Glycerol‐alpha‐d‐galactopyranoside” 
10  Protocol effect was non‐significant in model 1, but highly significant (unadjusted p < 0.001) in the full model. 
False Discovery Rate familywise error rate significances are shown as ***, q  ≤ 0.001; **, q   ≤ 0.01; *, q  ≤ 0.05;  ○, q ≤ 0.10; NS, not significant 
Metabolites with significant contrasts are listed with the estimated differences, with significant contrast estimates shown in bold. Contrast patterns summarize 
similarities and differences of metabolite abundances between treatments. Pattern classes are represented graphically in Figure 4.1. Estimates were rounded 
for clarity. S.E., standard error. Standard errors from the reduced model are typically larger.
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Table 4.3 
Between canonical structure from canonical discriminate analysis of metabolites with significant 
contrasts from the reduced model.  
Metabolite  Can1  Can2 
Myo‐Inositol  0.57  0.82 
Glucaric acid  (R.T. 29.5) 1  0.21  ‐0.98 
2‐O‐Glycerol‐alpha‐d‐galactopyranoside  0.76  0.65 
Monosaccharide  0.40  0.92 
Ascorbic acid/Dehydroascorbic acid  0.91  0.41 
Proline  ‐0.11  0.99 
Lactose  0.81  0.59 
Glucose‐6‐phosphate  0.34  0.94 
Fructose  ‐0.44  0.90 
Maltose  0.56  0.83 
Citramalic acid  ‐0.77  0.64 
Glucaric acid (R.T. 24.5) 1  ‐0.20  ‐0.98 
GABA  ‐0.98  0.20 
Gulose  0.67  0.74 
Calystegine  0.55  0.84 
Glycine  0.20  0.98 
Xylose  0.79  0.61 
Malic acid  ‐0.37  ‐0.93 
Tryptophan  0.29  0.96 
 
1  R.T., Retention Time of mass spectral peak in the chromatogram 
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4.8 Figures 
 
 
Figure 4.1 
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Figure 4.1 (Continued) 
Results in this study have been presented primarily as significant and non‐significant differences among 
treatment  group metabolite  abundances.  In order  to better  convey differences between  the  type of 
contrast  classes  reported,  graphic  representations  of  the  metabolite  abundances  the  result  in  the 
different patterns of contrast significance are shown. Not all possible patterns of significance and non‐
significance were observed or are shown here. The classes arbitrarily group metabolite contrast results 
by significance pattern,  then by  the direction of significant estimate(s) after  the decimal point(s); 1  is 
used to represent a positive contrast estimate and 2 for a negative estimate. 
 
 
   
135 
 
 
Figure 4.2 
A dendogram from cluster analysis of samples based on metabolites significant in the full model, using 
Ward’s method, is shown. Each sample is identified first by protocol (A – F), Treatment (WCR‐fed, 
wounded, or control), and then by the biological replicate number (1 or 2). See text for the 
interpretation of the cluster analysis. 
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Figure 4.3 
Canonical Discriminate Analysis:  Samples,  identified by  treatment, are plotted by  their  two  canonical 
component  scores  across  biological  replicates  and  protocols.  Canonical  discriminate  analysis  was 
performed using metabolites that were significant in the reduced model. In this type of analysis, the first 
canonical  component explains most of  the variation between  the classification variables,  in  this case, 
treatment. The samples are completely separated by component 1, but the wounded samples are more 
similar  to  the control  than  the WCR‐fed samples. Component 2 completely separates  the control and 
WCR‐fed treatments from the mechanically wounding treatment.  
   
Canonical Component 1 
Ca
no
ni
ca
l Co
m
po
ne
nt
 2 
Control  WCR‐Fed  
Wounded  
Squared Mahalanobis Distance 
between class means: 
Control and Wounded  59.5 
Control and WCR           76.2 
Wounded and WCR: 53.3
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APPENDIX A 
 
A.1 Plant Patent Protection 
 
The  requirements  for  receiving Plant Variety Protection  (PVP)  follow  the  International 
Union  for  the  Protection  of  New  Varieties  of  Plants  (UPOV)  convention  for  granting  "the 
breeder's  right", which  are:  The  variety must  be  new,  distinct,  uniform,  and  stable  (UPOV, 
1991). In 1985, the U.S. Patent and Trademark Office Board of Patent Appeals determined that 
the PVP Act did not preclude the possibility of obtaining patent protection for improved plants 
under  the  standard patent  law  (Ex parte Hibberd  et al., 227 USPQ 443  (Bd. Pat. App. &  Int. 
1985)). The U.S. Supreme Court upheld this  interpretation  in 2001, at which point there were 
already around 1,800 utility patents registered for plants (J.E.M. Ag Supply,  Inc. v. Pioneer Hi‐
Bred  International,  Inc., 534 U.S. 124 2001). A utility patent offers greater protection and can 
also  be  acquired  for  hybrids,  but  requires  the  new  variety  to  have  useful  and  non‐obvious 
improvement,  and  be  described with  enough  detail  such  that  others  can make  and  use  the 
hybrid after the patent expires. As of 1995, the term of protection under PVP or a utility patent 
is twenty years, with the term of protecting beginning at certificate  issue for PVP (7 U.S.C. §§ 
2321‐2582) and at the time of application for a utility patent (35 U.S.C.).   
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A.2 Review of Eberhart and Gardner’s General Model 
   
Eberhart and Gardner (1966) defined a general two‐locus statistical model for 
estimating genetic effects with multiple generations using expected allele frequencies, 
originally conceptualized as Analysis I in Gardner and Eberhart (1966). The model was 
developed as a generalization of a number of models designed for specific populations with 
minimal assumptions and confounded parameters, at the cost of orthogonality. Griffing’s 
models for diallel analysis utilize orthogonal parameters, but do not permit the estimation of 
epistatic terms (Griffing, 1956). In contrast to Eberhart and Gardner’s study, we employed the 
Type III sum of squares method, where the variables are simultaneously adjusted for each other 
and their sum of squares do not depend on the order of the variables in the model. Eberhart 
and Gardner defined the following genetic parameters, substituting the term “line” for 
“variety”, to account for the use of homozygous inbred parents: 
µ     The mean of the parents 
ak*   The composite additive effect of line k averaged across all loci, biased by intra‐gametic 
additive‐by‐additive epistasis (aak), represented by *. 
hkk'   Dominance heterosis between line k and k'; this effect is only a component of heterosis, 
unless inter‐gametic epistasis is absent, in which case it is a measure of heterosis.        
h       Average dominance heterosis of the F1s 
hk    Line heterosis of line k; composite additive effect of line k across hybrids. 
hk'   Line heterosis of line k'; composite additive effect of line k across hybrids. 
skk'   Specific heterosis between line k and line k'; composite intra‐locus dominance. 
aa   Average inter‐gametic additive‐by‐additive epistasis; average epistasis heterosis. 
aakk'   composite inter‐gametic additive‐by‐additive epistasis between line k and line k'; This 
inter‐locus dominance‐like effect is also a component of heterosis. 
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The general model was employed to evaluate the importance of inter‐locus epistasis as 
a source of nonadditive variation for the traits evaluated. Modeled effects are genome‐wide 
composite estimates, where increasing and decreasing effects at individual loci across the 
genome cancel each other out. Genetic effect estimates can be biased if higher orders of 
epistasis exist. Linkage disequlibrium affects genetic parameter estimates in a two‐locus model 
only if epistasis is significant (Eberhart and Gardner, 1966).      
The genetic expectations of the phenotypes for completely inbred parents, F1 hybrids, 
and F2 (F1  selfs), and F1 hybrids backcrossed to parent 1 and 2 are: 
Parents:    kYE   =  *ka  
F1:            'kkYE   =      '2121'''21 ** kkkkkkkk aaaashhhaa     
F2:            1'skkYE    =      '2121'21'2121'21 ** kkkkkkkk aaaashhhaa    
BCp1:       kkkYE '  =    '8383'21'2121'4143 ** kkkkkkkk aaaashhhaa    
BCp2:      '' kkkYE   =    '8383'21'2121'4341 ** kkkkkkkk aaaashhhaa    
   
The genetic assumptions required for a fixed effects model using selected homozygous 
parents are diploid inheritance and the non‐significance of unestimated epistatic effects. 
Epistasis is an interaction between loci, i.e., the effect of an allele at one locus depends on 
allele at one or more different loci. Significant epistatic interactions result in deviations from 
modeled additive and dominance main effects. In the absence of linkage disequilibrium, the 
expected proportions of intra‐gametic aak and inter‐gametic aakk'  epistasis (Figure A1) can be 
written as products of the frequency of alleles in the interaction (Table A1). Since the additive 
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effect can be derived as a linear combination of inter‐ and intra‐ gametic additive‐by‐additive 
epistasis, only two of the three effects may be estimated simultaneously given the number of 
generations evaluated in this study. Eberhart and Gardner chose to estimate inter‐gametic 
rather than intra‐gametic epistasis since they were primarily interested in heterotic effects. 
Their coefficients for epistasis are    12 21411241  aaaa   for the F1s and F2s (Table A1). Intra‐
gametic aak epistasis is, therefore, not taken into account and biases the estimation of the 
additive effects, denoted by the asterick on ak*. We also chose to estimate inter‐gametic 
epistasis in our model, but indicated ak* simply as ak  ( al|am in the statistical model).  
The two degrees of freedom for differences among blocks can be allotted to single 
degree of freedom contrasts and estimates  of average heterosis and average epistasis; viz, 
Contrast  F1  F2  Parent
Average heterosis 1.0 0.5 0.0 
Average epistasis  0.5 0.5 0.0 
 
As was indicated in the model, the contrasts can be rewritten as orthogonal parameters. 
Contrast  F1  F2  Parent
Total heterosis  1.0  0.0 ‐1.0 
Average epistasis ‐0.5 1.0 ‐0.5 
 
The degrees of freedom for the interaction of the generation blocks with replications 
nested within environments (error A) can be similarly split in order to test average heterosis 
and epistasis with separate environmental interaction error terms. This was done since the 
interaction of average heterosis and epistasis with replications nested within environments was 
frequently not homogeneous.   
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A.4 Tables 
 
Table A.1  
Two locus allele frequencies and genetic expectations for average heterosis, the effect of the 
lines per se, and additive‐by‐additive epistasis for the inbred, F1, F2, and backcross generations. 
 
Locus Ak  Locus Bk  h
Additive  
ak
Intra‐gametic 
aak 
Inter‐gametic 
aakk' 
Allele  A1  A2  B1  B2        A1B1  A2B2  A1B2  A2B1 
Ge
ne
ra
tio
n  Parent 1  1  0  1  0  0  1  0  1  0  0  0 Parent 2  0  1  0  1  0  0  1  0  1  0  0 
F1  1/2  1/2  1/2  1/2  1  1/2  1/2  1/4  1/4  1/4  1/4 
F2  1/2  1/2  1/2  1/2  1/2  1/2  1/2  1/4  1/4  1/4  1/4 
BC1  3/4  1/4  3/4  1/4  1/2  3/4  1/4  9/16  1/16  3/16  3/16 
BC2  1/4  3/4  1/4  3/4  1/2  1/4  3/4  1/16  9/16  3/16  3/16 
 
Parent one and two are homozygous inbreds with different alleles, indexed by the subscript k, at loci A 
and B. F1 is the cross of the parents and F2 represents segregating populations derived from selfing the 
F1 hybrid. The backcross generation (BC) is derived from crossing F1s to parent one (BC1) or two (BC2). 
Allele frequencies for the two loci provide the expectations for the composite genome‐wide additive 
and additive‐by‐additive effects. The expected average heterosis,  h , is shown for the different 
generations. Inter‐gametic  additive‐by‐additive epistasis, but not intra‐gametic epistasis, is a another 
component of heterosis.  
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A.5 Figures 
 
  
Figure A.1 
The specific heterosis effect is a composite estimate of dominance, which involves single 
locus interactions (intra‐locus) where the effect of an allele depends on the other allele. 
Intra‐gametic additive‐by‐additive epistasis refers to two locus interactions (inter‐locus) 
where the effect of an allele at one locus depends on the allele at a second locus inherited 
from the same parent. Inter‐gametic additive‐by‐additive epistasis involves two locus 
interactions where the effect of an allele inherited from one parent depends on the allele 
inherited from a different parent at the second locus. In contrast to intra‐gametic epistasis, 
inter‐gametic epistasis depends on allele frequency differences between two parents. This 
makes it a dominance‐like effect that contributes to heterosis in a cross. In the diagram, 
alleles inherited from the same parent have identical color.  
 
 
 
